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Riassunto 
Il riscaldamento globale a cui si sta assistendo negli ultimi anni è in gran parte dovuto alle 
attività antropiche, le quali sono responsabili dell’emissione in atmosfera di elevate quantità di 
gas ad effetto serra (anidride carbonica, metano e protossido d’azoto prevalentemente). Tra i 
principali settori responsabili di queste emissioni, vi sono anche il settore agricolo e zootecnico. 
Particolarmente rilevanti per questi due settori sono le emissioni di metano. 
Circa il 70% del metano emesso deriva infatti dalle fermentazioni ruminali, e per questo 
motivo le strategie per ridurne la produzione hanno suscitato un grande interesse negli ultimi 
anni. 
L’obiettivo di questa tesi è stato quello di verificare la degradabilità, la produzione di gas e 
metano, e i diversi parametri di fermentazione (pH, azoto ammoniacale, produzione di AGV) di 
otto diete per vacche da latte. Le 8 diete erano rappresentate da una razione “standard”, tipica 
della realtà zootecnica veneta, avente la seguente composizione chimica: proteina grezza = 
15.8% SS, NDF = 36.1% SS, lipidi = 3.3% SS, amido = 27.3% SS. Le altre 7 diete sono state 
create variando, rispetto alla razione “standard”, il contenuto di proteina (dieta “bassa proteina” 
= 11.5; dieta “alta proteina” = 19.4% SS), fibra (dieta “bassa fibra” = 32.5; dieta “alta fibra” = 
43.5% SS) o di lipidi (dieta “bassi lipidi” = 2.6; 2 diete “alti lipidi” = 5.9 e 6.1% SS). Le 2 diete 
“alti lipidi” sono state ottenute aggiungendo semi oleosi oppure un integratore lipidico 
commerciale. Le variazioni nelle percentuali di proteina, fibra e lipidi sono state ottenute tramite 
reciproca sostituzione con fonti amilacee (farina di mais e farina di orzo). Il disegno sperimentale 
ha previsto lo svolgimento di quattro incubazioni (due a 24 ore, due a 48 ore). L’analisi è stata 
condotta utilizzando la strumentazione Ankom
RF
, un kit di bottiglie adibite alla misurazione dei 
gas di fermentazione. In ogni incubazione sono state incubate 45 bottiglie (5 replicazioni x 8 
diete + 5 bottiglie come “bianchi”). Nelle bottiglie “sperimentali” è stato incubato 1 g di dieta 
con 150 ml di liquido di fermentazione (50 ml di liquido ruminale prelevato da 3 Frisone in 
asciutta e 100 ml di tampone, per riprodurre la saliva dell’animale). I 5 “bianchi” contenevano 
solo il liquido di fermentazione. Al termine dell’incubazione (24 o 48 h) un campione di gas è 
stato prelevato dallo spazio di testa delle bottiglie e analizzato per la concentrazione di metano 
mediante gas-cromatografia. 
Sono state inoltre eseguite le analisi della degradabilità dell’NDF e della TDM, pH, azoto 
ammoniacale e AGV. 
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Tutti i dati sono stati analizzati con un modello statistico che considerava l’effetto della 
dieta e dell’incubazione. Sono stati eseguiti poi anche sei contrasti tra trattamenti, per valutare: 
l’effetto del livello di proteina grezza (bassa proteina vs. alta proteina), di NDF (bassa fibra vs. 
alta fibra), di lipidi (bassi lipidi vs. alto lipidi con olio idrogenato di palma + alto lipidi con semi 
oleosi), del tipo di lipidi utilizzati (semi oleosi vs. integratore commerciale), e di fonte energetica 
(carboidrati non strutturali vs. lipidi, ovvero bassa proteina + bassa fibra vs. alto lipidi con olio 
idrogenato di palma + alto lipidi con semi oleosi) sui diversi parametri in vitro. È stato inoltre 
considerato il contrasto tra dieta standard vs. media di tutte le rimanenti diete. 
I risultati hanno evidenziato che la composizione chimica ha un effetto diretto sui 
principali parametri fermentativi ruminali.  
Nello specifico, l’aumento del contenuto di NDF della razione ha causato una riduzione 
della degradabilità, della produzione di AGV e di gas. La produzione assoluta di metano 
(espressa come ml CH4/g SS) è diminuita significativamente (P<0.001), in virtù principalmente 
della minore degradabilità. Tuttavia, quando la quota di metano prodotto è stata riferita alla SS 
effettivamente degradata, la dieta fibrosa (43.5% NDF) è risultata la più impattante. Le due diete 
“amilacee” (dieta con bassa fibra e dieta con bassa proteina) hanno evidenziato un andamento 
opposto: un aumento della degradabilità e, conseguentemente, delle produzioni assolute di gas e 
di metano e della produzione di AGV. Si è ridotta tuttavia la produzione di metano in relazione 
alla quota di SS effettivamente degradata dai microrganismi ruminali. 
L’effetto dei lipidi sui diversi parametri ruminali (degradabilità, gas, metano, AGV) è 
risultato più blando. Sono emerse inoltre alcune differenze attribuibili alle fonti, con effetti 
maggiori per i semi oleosi rispetto all’integratore commerciale (che essendo rumino-protetto ha 
probabilmente “agito” meno a livello ruminale). 
Indipendentemente dal nutriente considerato (proteina, NDF o lipidi) gli effetti sulla 
metanogenesi sono risultati di piccola entità. Ciò sembra confermare che la riduzione della 
produzione di metano richieda l’impiego di diete “estreme”, le quali tuttavia potrebbero non 
essere compatibili con il mantenimento dei corretti parametri fisiologici ruminali. 
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Abstract 
Gas and methane production during in vitro fermentation of eight diets for lactating 
cows with different fiber, protein, and lipid contents 
The global warming in the last years has been largely due to the different human activities, 
which are responsible for the emission of large quantities of greenhouse gases (mainly carbon 
dioxide, methane, and nitrous oxide) into the atmosphere. Among the main sectors responsible 
for these issues, the agricultural and livestock sectors play an important role, as methane 
emissions are particularly relevant in these two sectors. 
About 70% of the methane emitted derives from rumen fermentation, and for this reason, 
strategies to reduce methane production have raising great interest in recent years. 
Aim of this thesis was to determine in vitro degradability, gas and methane production, and 
different fermentation parameters (pH, ammonia nitrogen, production of VFA) of eight diets for 
dairy cows. The eight diets were represented by a "standard" ration, representative of those more 
commonly used in dairy farms of the Veneto Region, with the following chemical composition: 
crude protein= 15.8% on DM, NDF= 36.1% on DM, lipids = 3.3% on DM, starch = 27.3% on 
DM. The other diets were formulated by varying the content of protein (diet "low protein" = 
11.5, diet "high protein" = 19.4% on DM), fiber (diet "low fiber"= 32.5; diet" high fiber"= 43.5% 
on DM) or lipid (diet "low fat"= 2.6; 2 diets "high fat" = 5.9 and 6.1% on DM) compared to the 
"standard" diet. The two diets "high fat" were obtained by adding oilseeds or a commercial fat 
supplement. The variations in the percentages of protein, fiber and lipids were obtained through 
mutual replacement between protein, or NDF or fat sources with starchy sources (corn meal and 
barley meal). Four incubation runs (two at 24 hours and two at 48 hours) were conducted in 4 
successive weeks. The analysis was conducted using the instrumentation Ankom
RF
, a kit of 
bottles used for the measurement of fermentation gases. In each incubation 45 bottles were 
incubated (5 replications x 8 diets + 5 bottles as "blanks"). In "experimental" bottles 1 g of diet 
was incubated with 150 ml of fermentation liquid (50 ml of rumen fluid collected from 3 dry 
Holstein Friesian and 100 ml of buffer, to reproduce the saliva of the animal). The 5 "blanks" 
contained only the fermentation liquid (no diet). At the end of each incubation (at 24 or 48 h) a 
gas sample was collected from the headspace of the bottles and analyzed for the concentration of 
methane by gas-chromatography. 
At the end of each incubation, the NDF and TDM degradability, pH, ammonia nitrogen 
and VFA were also analyzed. All data were analyzed by using a statistical model that considered 
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the effect of diet and incubation. Six contrasts were run to evaluate the effects of: level of crude 
protein (low protein vs. high protein), of NDF (low fiber vs. high fiber), of lipids (low lipids vs. 
high lipid with fat supplement + high lipids with oilseeds), the kind of lipid source used (oilseeds 
vs. fat supplement), and the kind of energy source (non-structural carbohydrates vs. fat, as low 
protein + low fiber vs. high lipid with hydrogenated oil palm + high lipids with oilseeds) on the 
different in vitro parameters. It was also considered the contrast between standard diet vs. the 
average of all the other diets. 
The results showed that the chemical composition has a direct effect on the main ruminal 
fermentation parameters. 
The increase of dietary NDF caused a reduction of the degradability, of VFA production 
and gas. The absolute production of methane (CH4 expressed as ml/g DM) decreased 
significantly (P <0.001), due mainly to a lower degradability. However, when the amount of 
methane produced was referred to the DM actually degraded, the fibrous diet (43.5% NDF) was 
the most “impactful”. The two "starchy" diets (low fiber diet and low protein diets) showed an 
opposite trend: an increase in degradability and, consequently, an increase of the absolute 
productions of gas and methane and the production of VFA. However, production of methane in 
relation to the amount of DM actually degraded by microorganisms in the rumen was reduced. 
The effect of lipids on different rumen parameters (degradability, gas, methane, VFA) was 
less pronounced compared to other dietary components. Also some differences attributable to the 
sources emerged, with greater effects for oilseeds compared to the commercial supplement (that 
it is rumen-protected and thus it likely exerted a lesser effect in the rumen). 
Irrespective by the nutrient (protein, lipids or NDF) effects on methanogenesis were of small 
magnitude. This seems to confirm that the reduction of methane production requires the use of 
"extreme" diets, which may not be compatible with the maintenance of the correct physiological 
parameters in the rumen. 
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1. Introduzione 
1.1 Il riscaldamento globale 
L’intensa attività umana nell’ultimo secolo ha avuto un rilevante impatto ambientale, 
provocando così importanti problemi, come ad esempio l’inquinamento delle falde, dei terreni e 
la modificazione della composizione dei gas dell’atmosfera. 
In particolare quest’ultimo aspetto ha assunto un’importanza notevole, causando il 
cosiddetto riscaldamento globale, definito come l’aumento della temperatura media atmosferica 
verificatasi nell’ultimo secolo (www.treccani.it). Le cause sono da ricercare essenzialmente nelle 
attività umane che provocano un’elevata produzione di gas serra, cioè l’anidride carbonica 
(CO2), il protossido d’azoto (N2O), il metano (CH4) e gas fluorurati (F-gas) (EPA, 2015). 
L’ azione che esercitano essenzialmente questi composti è quella di trattenere le radiazioni 
del campo dell’infrarosso emesso dalla superficie terrestre e, così facendo, determinano un 
innalzamento della temperatura della bassa atmosfera e della superficie terrestre, come si può 
notare nello schema semplificato riportato di seguito (Figura 1) (Crovetto e Sandrucci, 2010). 
Figura 1. Come funziona l’effetto serra (ANSA, 2015). 
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Le principali emissioni di questi gas derivano delle seguenti attività umane: 
 l’anidride carbonica deriva da combustibili fissili (carbone, petrolio, gas naturali 
e oli), rifiuti solidi, processi di combustione, reazioni chimiche (EPA, 2015); 
 il metano deriva prevalentemente dai processi di fermentazione enterica, dai 
processi di decomposizione anaerobica delle deiezioni e dalla coltivazione del riso 
(Coderoni et al., 2010); 
 il protossido d’azoto deriva soprattutto dai processi di combustione. La prima 
fonte sono però i fertilizzanti usati in agricoltura (EPA, 2015). Altre emissioni derivano 
dai fenomeni di aerobiosi e anaerobiosi nelle deiezioni e negli insilati (Coldiretti, 2012); 
 i gas fluorurati derivano dai processi industriali e sono gli idrofluorocarburi 
(HFCs), i perfluorocarburi (PFCs) e l’esafluoruro di zolfo (SF6) (EPA, 2015). 
Per confrontare l’effetto dei diversi gas in termini di riscaldamento globale si utilizzano dei 
coefficienti per convertirli in CO2 equivalenti. Secondo questi parametri il metano è 25 volte più 
potente della CO2 e il protossido d’azoto è 298 volte.  
1.1.2 Emissioni nazionali nel settore agricolo 
In riferimento all’ambiente, il settore agricolo esercita un doppio ruolo. L’agricoltura, 
essendo la più importante utilizzatrice del territorio rurale, da un lato gioca un ruolo 
fondamentale per la conservazione e la creazione di nuovi habitat, ma dall’altro può determinare 
un impatto sull’ambiente. Per spiegare meglio questo concetto basti pensare che le attività 
agricole sono una fonte di gas serra, mentre le colture hanno un’importante capacità di 
immagazzinamento del carbonio sotto forma di anidride carbonica (Coldiretti, 2012). 
Le emissioni in agricoltura sono state stimate attorno a 460 milioni di tonnellate di CO2-eq 
nel 2012, in diminuzione rispetto al 1990 di circa l’11,4% (ISPRA, 2014). 
I gas quantitativamente più significativi per il settore agricolo sono il metano e il 
protossido di azoto. Il primo rappresenta il 40,1% delle emissioni totali di metano espresse in 
CO2-eq (34,7 milioni di tonnellate), pari a circa il 7,6% delle emissioni totali di gas serra e deriva 
essenzialmente dal settore zootecnico, dove il metano di origine enterica rappresenta il 70% del 
totale, mentre quello prodotto dalle deiezioni è il 20% (Coldiretti, 2012; ISPRA, 2014). 
Il protossido di azoto, viene invece prodotto per il 73,4% dal settore agricolo. In totale 
sono prodotti 27,8 milioni di CO2-eq, pari al 6% delle emissioni totali di gas serra, che deriva 
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essenzialmente da particolari condizioni di anaerobiosi e di aerobiosi che si verificano durante le 
fasi di stoccaggio, distribuzione dei reflui, dall’impiego di fertilizzanti organici e inorganici e dai 
processi fermentativi che avvengono negli insilati (Coldiretti, 2012; ISPRA, 2014; Wall et al., 
2014). 
Figura 2. Responsabilità nelle emissioni di gas serra (Valli et al., 2012). 
 
1.2 Metanogenesi 
Il metano è un gas incolore e inodore che deriva dalla fermentazione anaerobica di 
carboidrati. È prodotto per l’87% a livello del rumine e la restante parte nel cieco e viene 
eliminato prevalentemente per eruttazione (Boadi et al., 2004; FAO, 2013; Kumar et al., 2014). 
Tuttavia l’emissione di metano rappresenta una perdita energetica per l’animale, che si stima 
oscillare tra il 2 e il 12% dell’energia lorda ingerita (Boadi et al., 2004; Kumar et al., 2014). 
Si ritiene che dai ruminanti vengano prodotte annualmente 77 000 000 t di metano, pari a 
circa il 15% del metano emesso in atmosfera. Dai ruminanti, inoltre, deriva il 97 % del metano 
emesso dagli animali in produzione zootecnica; in particolare i bovini ne producono il 75% 
(circa 44 kg CH4/anno/capo, dai 150 ai 420 l di CH4 prodotti quotidianamente) (McAllister et al., 
1996; Janssen, 2010). 
I fattori principali che influenzano le emissioni di metano dai ruminanti sono il livello di 
ingestione, il tipo di carboidrato ingerito, il tipo di microrganismi presenti nel rumine e la loro 
efficienza di sintesi, cioè la quantità di massa microbica che si forma per unità di alimento 
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fermentato, il tipo di AGV prodotti a seguito dei processi fermentativi, ma anche la specie e la 
razza considerate (Cassandro et al., 2013; Kumar et al., 2014; Compiani et al., 2015). 
L’alimento ingerito dall’animale viene attaccato da batteri, protozoi e funghi che 
idrolizzano le proteine, l’amido e i polimeri della parete cellulare in composti semplici 
(amminoacidi e zuccheri) (Boadi et al., 2004). Successivamente questi prodotti vengono 
fermentati ad acidi grassi volatili (AGV), idrogeno (H2) e CO2 (McAllister et al., 1996). In 
minore quantità sono prodotti anche lattato, alcoli e acido iso-butirrico e iso-valerianico, questi 
ultimi dalla fermentazione degli amminoacidi valina e leucina (FAO, 2013). 
I tre principali acidi grassi prodotti sono l’acido acetico, propionico e butirrico, dai 2 ai 6 
kg/giorno, che vengono assorbiti e utilizzati dall’animale come fonte energetica (Boadi et al., 
2004; Castiglioni e Cremonesi, 2014). La loro proporzione dipende dalla composizione delle 
razioni: quando prevalgono i foraggi circa il 65-75% del totale è acido acetico, il 15-20% è acido 
propionico e circa il 10% è butirrico. Se invece aumentiamo la concentrazione di concentrati 
amilacei, in un rapporto concentrati:foraggi di 60:40, il 55-60% del totale è acido acetico, il 30-
35% è propionico e la restante quota è butirrico e altri acidi grassi minori (Bittante et al., 2012). 
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Figura 3. Schema fermentazione microbica nel rumine (McAllister et al., 1996).  
 
Un altro elemento che viene liberato in grande quantità nel rumine è l’idrogeno, prodotto 
dai protozoi, funghi e da alcuni batteri. Esso, tuttavia, non si accumula nel rumine grazie alla 
simbiosi tra i microrganismi: viene infatti prodotto da alcuni microrganismi e usato da altri, in un 
processo che viene definito “trasferimento d’idrogeno interspecifico” (Moss et al., 2000; Krause 
et al., 2014). La prima via con cui viene eliminato l’idrogeno è la formazione di metano, secondo 
la reazione:  
CO2 + 4 H2 CH4 + 2 H2O. 
L’idrogeno inoltre viene utilizzato per produrre alcuni AGV. 
La produzione e l’utilizzazione dell’idrogeno possono essere riassunte, come riportato da 
Moss et al. (2000) nel modo seguente: 
 REAZIONI CHE PRODUCONO IDROGENO: 
 glucosio 2 piruvato + 4H; 
 piruvato + H2O  acetato (C2) + CO2 + 2H; 
 REAZIONI CHE UTILIZZANO IDROGENO: 
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 Piruvato + 4H propionato (C3) + H2O 
 2 C2 + 4H butirrato (C4) + 2 H2O 
 CO2 + 8H metano (CH4) + 2 H20 
La produzione di metano dipende dalla quantità di AGV formati durante la fermentazione, 
in particolare l’acido acetico e l’acido butirrico contribuiscono all’aumento del metano emesso, 
mentre l’acido propionico risulta essere una via competitiva per utilizzare l’idrogeno e dunque 
ridurre il metano (Moss et al., 2000; Boadi et al., 2004). 
1.2.1 I batteri metanogeni 
I metanogeni appartengono al dominio degli Archaea, un gruppo di organismi con delle 
caratteristiche che li diversificano dai batteri, come ad esempio la composizione dei lipidi 
intercellulari, il fatto di non avere polimeri peptidoglicani nelle pareti cellulari ma anche da un 
punto di vista fenotipico (Balch et al., 1979; Moss et al., 2000; Krause et al., 2014). 
I metanogeni sono anaerobi obbligati e vivono in ambienti privi di ossigeno, come ad 
esempio paludi, acquitrini e nel tratto digerente degli esseri viventi (Solomon et al., 2013). 
Preferiscono un pH compreso tra 6 e 8, ma riescono a sopravvivere anche con pH da 3 a 9.2 e 
con un potenziale redox sotto ai -300 mV (Boadi et al., 2004). Nonostante ciò, da molte 
pubblicazioni emerge il fatto che i metanogeni, come anche i batteri cellulosolitici, sono sensibili 
ad un abbassamento del pH ruminale, e per questo motivo un aggiunta di concentrati alla dieta 
può causare una riduzione del metano enterico (Moss et al., 2000; Hook et al., 2010; Poulsen et 
al., 2012; Knapp et al., 2014). 
Sono state riconosciute oltre 66 specie di metanogeni, ma solamente 5 di queste sono state 
ritrovate nel contenuto ruminale (Moss et al., 2000). Queste cinque specie sono:  
 Methanobrevibacyter ruminantium, 
 Methanosarcina barkeri, 
 Methanosarcina mazei, 
 Methanobacterium formicicum, 
 Methanomicrobium mobile. 
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Della specie Methanobrevibacyter ruminantium e Methanosarcina barkeri nel rumine sono 
state trovate le concentrazione maggiori, più di 10
6
 ml
-1
 che di conseguenza hanno il ruolo 
predominante (Boadi et al., 2004). 
I principali substrati che i metanogeni utilizzano sono l’idrogeno, la CO2, l’acetato, il 
metanolo, formato, mono-, di- e tri-metilammine e alcuni alcoli (Moss et al., 2000; Boadi et al., 
2004; Demirel B. e Scherer P., 2008). 
Si è inoltre notato che esiste una relazione simbiotica tra metanogeni e protozoi, dalla 
quale deriva circa il 37% del metano ruminale (Boadi et al., 2004). 
Tuttavia i metanogeni hanno comunque un ruolo importante perché utilizzando l’idrogeno 
per ridurre la CO2 a CH4, mantengono bassa la sua pressione all’interno del rumine (Boadi et al., 
2004). 
1.3 Strategie di riduzione delle emissioni di metano 
Il metano, come già detto, è una delle principali cause di emissione dei gas serra nel settore 
agricolo. 
Per questo motivo risulta di fondamentale importanza ridurre la sua produzione, perché 
oltre avere un impatto sull’ambiente causando il riscaldamento globale, ha anche un impatto 
economico nel settore produttivo. 
Come proposto nella pubblicazione della FAO (2013) possono essere identificati tre 
diversi settori in cui poter intervenire: 
1. fermentazioni enteriche, 
2. gestione dei reflui, 
3. gestione/produttività dell’allevamento. 
Tra le strategie per ridurre la quantità di metano enterico prodotto possono essere 
individuate due possibilità principali: la modifica della composizione della razione o l’aggiunta 
di additivi (Kumar et al., 2014). La prima consiste sostanzialmente nell’aggiungere foraggi di 
alta qualità, aumentare la digeribilità dell’alimento, variare le proporzioni di foraggi e 
concentrati, aggiungere lipidi e variare le quantità di proteina, amido, zuccheri (Monteny et al., 
2006; Bayat e Shingfield, 2012; Kumar et al., 2014).  
Invece tra gli additivi recentemente più studiati e utilizzati troviamo i probiotici, gli oli 
essenziali, gli acidi organici, gli ionofori o vaccini che permettono di selezionare la microflora 
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ruminale, in particolare possono direttamente o indirettamente agire sui batteri metanogeni 
(Bayat e Shingfield, 2012; Valli et al., 2013). 
Un’altra strategia può essere inoltre l’incrementare la produzione, la longevità 
dell’animale, ridurre i tempi improduttivi per diluire la quantità di metano su una maggiore 
produzione, ma anche ridurre il numero di animali o utilizzare animali geneticamente selezionati 
per produrre meno metano (Monteny et al., 2005; Cassandro et al., 2013).  
Infine, anche la gestione dei reflui è importante. Infatti è opportuno produrre reflui poveri 
di sostanza organica fermentescibile, rimuoverli regolarmente e frequentemente, conservarli con 
temperature inferiori ai 10°C, abbassare il pH ad esempio con additivi, utilizzare il compostaggio 
aerobico o la produzione anaerobica di biogas (Monteny et al., 2005; Mele, 2013). 
1.3.1 Strategie alimentari per la riduzione del metano enterico 
La produzione di metano è direttamente legata all’alimento ingerito dall’animale, quindi 
dal tipo e dalla quantità di materia prima ingerita, dalla digeribilità, dal rapporto tra foraggi e 
concentrati, e in particolare dalla quantità di H2 liberata dalla fermentazione dell’alimento 
(Janssen, 2010; Kim et al., 2013). Si stima infatti che i carboidrati apportati con la razione siano 
responsabili di circa il 40% del gas prodotto. Seppur in proporzione di gran lunga inferiore, 
anche le proteine sono responsabili della produzione di metano, perché vengono metabolizzate 
ad ammoniaca la quale verrà poi utilizzata per formare il metano (Kim et al., 2013).  
Le strategie nutrizionali per diminuire la produzione di metano possono essere distinte, 
come proposto da Knapp et al. (2014), in tre categorie: 
1. la selezione di ingredienti che consentano di modificare gli AGV prodotti a livello 
ruminale, 
2. l’aumento della quota by-pass di alimento che può alterare la popolazione 
microbica e il tipo di AGV prodotti, facendo in modo che la digestione avvenga 
nell’intestino; 
3. l’utilizzo nella dieta alimenti di alta qualità per aumentare anche le produzioni, in 
modo da diluire la quantità di metano emesso per unità di prodotto.  
È importante infatti scegliere gli alimenti come foraggi con un basso contenuto di 
carboidrati strutturali o concentrati, che consentono di avere una maggiore proporzione di 
propionico, con una riduzione invece di acetico e butirrico, in quanto questi ultimi, nella loro 
formazione, producono H2 che verrà utilizzato per la metanogenesi (Janssen, 2010; Knapp et al., 
2014).  
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Anche la fermentazione della proteina a livello ruminale, e dunque una variazione del 
metabolismo azotato, e la bioidrogenazione dei grassi possono causare un’alterazione della 
produzione di metano. Infatti dalla fermentazione della proteina, la quale serve per la crescita dei 
microrganismi e quindi va a costituire la proteina microbica, può essere sia prodotto che 
utilizzato idrogeno, mente il processo di bioidrogenazione dei grassi è una via che permette di 
utilizzare l’idrogeno presente nel rumine (Knapp et al., 2014).  
Infine un aspetto rilevante è anche quello di valutare la qualità degli alimenti 
somministrati. Ad esempio la quantità di metano è influenzata in un foraggio dal suo stadio di 
maturità, il metodo di conservazione e i trattamenti fisici e chimici subiti. In genere il metano 
prodotto aumenta con l’impiego di un foraggio maturo, disidratato e trattato chimicamente con 
idrossido di sodio o ammoniaca (McAllister et al., 1996). 
1.3.2 Modalità di intervento nelle razione 
Come proposto da Hristov et al. (2014), per limitare le emissioni di metano, possiamo 
intervenire in diversi ambiti: 
 il livello di ingestione, 
 i trattamenti sugli alimenti, 
 la frequenza di alimentazione e la somministrazione di alimenti miscelati, 
 ricorrere all’alimentazione di precisione e l’analisi degli alimenti, 
 il cambiamento nella composizione della razione: lipidi, rapporto 
foraggi:concentrati e proteine. 
Livello di ingestione. Il livello di ingestione è un aspetto molto importante per predire la 
quantità di metano prodotta. Infatti aumentando l’ingestione diminuisce la perdita di metano 
espressa in percentuale rispetto all’energia lorda ingerita (Boadi et al., 2004). Per ogni unità 
percentuale di aumento di ingestione il metano diminuisce di circa l’1.6 % (Johnson e Johnson, 
1995; FAO, 2013; Hristov et al., 2014). Questa di diminuzione è dovuta sostanzialmente al fatto 
che l’aumento di ingestione determina un passaggio più rapido dell’alimento nel rumine e 
dunque l’attacco dei microrganismi è ridotto e, di conseguenza, viene ridotta anche la 
degradabilità della fibra (Boadi et al., 2004). Inoltre il passaggio rapido favorisce la formazione 
di propionato, che rappresenta una via alternativa per l’utilizzo di H2 nel rumine (Boadi et al., 
2004).  
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L’aspetto negativo però sta nel fatto che, in questo modo, può aumentare l’emissione di 
metano e protossido d’azoto dai reflui, a causa della presenza di sostanza organica 
fermentescibile (FAO, 2013; Hristov et al., 2014). 
Trattamenti sugli alimenti. I trattamenti sugli alimenti hanno come funzioni principali 
quelle di aumentare la digeribilità, l’ingestione e indirettamente quindi la produttività 
dell’animale (FAO, 2013). Si è notato infatti che un aumento della digeribilità della razione, 
determina un aumento del 6% della produzione di latte con la stessa ingestione di sostanza secca, 
e quindi il metano emesso è diluito su una maggiore produzione (Hristov et al., 2014). 
Infine alcuni trattamenti, come l’insilamento, la riduzione della lunghezza del foraggio, i 
trattamenti chimici, la pellettatura o l’estrusione per alcuni foraggi permettono di contenere le 
emissioni di metano rispetto all’alimento non trattato (Janssen, 2010). 
Frequenza di alimentazione e somministrazione di alimenti miscelati. Non ci sono molti 
studi che valutano la produzione di metano legata alla frequenza di alimentazione. Attraverso 
questa tecnica si mira a sincronizzare la disponibilità proteica e di carboidrati fermentescibili nel 
rumine per ottimizzare i processi fermentativi, riducendo così le emissioni di metano (Hristov et 
al., 2014). 
Si è notato però che con una frequenza di alimentazione ridotta tende ad aumentare il 
propionato prodotto, si riducono l’acetato e il metano emesso. Questo perché le fluttuazioni del 
pH ruminale sono più marcate e possono avere un effetto inibitorio sui batteri metanogeni (Boadi 
et al., 2004). 
Infine si è potuto osservare che le razioni miscelate possono dare alcuni vantaggi per le 
riduzione delle emissioni, perché riescono a stabilizzare i microrganismi e l’ingestione di 
sostanza secca (FAO, 2013). 
Alimentazione di precisione e analisi degli alimenti. L’alimentazione di precisione può 
essere una strategia importante per ridurre le emissioni di metano indirettamente, e di gas serra in 
generale, perché permette di stabilizzare l’ambiente ruminale e le fermentazioni, migliorare la 
salute dell’animale, minimizzare l’escrezione di sostanza organica fermentescibile con i reflui e 
dunque migliorare l’efficienza dell’animale (FAO, 2013; Hristov et al., 2014). 
Alla base dell’alimentazione di precisione deve esserci l’analisi degli alimenti che permette 
infatti di conoscere la loro esatta composizione e dunque di soddisfare al meglio i fabbisogni 
dell’animale (Hristov et al., 2014). 
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Cambiamento nella composizione della razione. La variazione della composizione della 
razione è senza dubbio tra le strategie più efficaci per mitigare la produzione di metano. Esse 
riguardano principalmente la variazione del rapporto foraggi/concentrati, l’aggiunta di lipidi di 
vario genere e la variazione del livello proteico della razione (Compiani et al., 2015). 
1.4 Cambiamento nella composizione della razione 
In questa prova di Tesi si è voluto valutare l’effetto sulla produzione di metano, AGV e 
ammoniaca di differenti livelli lipidici della razione, diversi rapporti tra foraggi e concentrati e 
una diverso livello proteico. 
1.4.1 Integrazione lipidica 
L’aggiunta di lipidi alla dieta è tra le strategie più efficaci e studiate sia in vivo che in vitro 
per la riduzione del metano enterico (Dohme et al., 2001). Oltre a questa funzione sono 
comunemente usati per aumentare la concentrazione energetica della razione, senza apportare 
amidi o fonti glucidiche non strutturali (Formigoni et al., 1991). 
I lipidi agiscono sopprimendo direttamente i microrganismi ruminali, sia batteri che 
protozoi (Machmüller et al., 1998; Hristov et al., 2014). L’integrazione lipidica permette infatti 
di inibire soprattutto i batteri fibrolitici, strategia importante dunque con diete ricche di fibra, 
dalle quali verrebbe prodotta una maggiore quantità di metano (Brask et al., 2013). Sono inoltre 
in grado di inibire direttamente anche i batteri metanogeni perché i lipidi interferiscono con la 
funzionalità della loro membrana cellulare (Machmüller et al., 1998; Hook et al., 2010). 
In bibliografia sono state riscontrate diminuzioni di metano comprese tra il 2.2% e il 5.6% 
per ogni unità percentuale di lipidi aggiunta alla dieta (Hook et al., 2010). L’entità della 
variazione dipende prevalentemente dalla specie di ruminante, dal tipo di dieta e dal tipo di lipidi 
utilizzati (Hook et al., 2010). 
L’aggiunta di lipidi alla dieta, inoltre, va ad influenzare la proporzione molare tra i diversi 
AGV, con aumenti significativi della percentuale di propionato e, secondariamente, di quelle di 
acido valerianico, iso-butirrato e iso-valerianico (Machmüller et al., 1998; Beauchemin et al., 
2007). 
Tra i lipidi più studiati per l’alimentazione animale troviamo gli oli, che contengono 
prevalentemente acidi grassi a media e lunga catena (Hook et al., 2010). Tra questi i più diffusi 
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sono l’olio di girasole, l’olio di cocco, l’olio di colza e l’olio di semi di lino (Beauchemin  et al., 
2007; Hook et al., 2010). 
In particolare l’olio di girasole, e in modo simile anche l’olio di colza, comportano una 
riduzione dell’11.5-22% della metanogenesi, l’olio di cocco dal 13 al 73% a seconda del livello 
di inclusione nella razione, il tipo di dieta e la specie animale e, infine, l’olio di semi di lino 
comporta una riduzione attorno al 55.8% dei grammi di metano prodotti giornalmente 
(Beauchemin et al., 2007; Hook et al., 2010). 
Si può anche notare come gli acidi grassi insaturi abbiano un effetto maggiore rispetto a 
quelli saturi a livello delle fermentazioni ruminali, per il fenomeno della “bioidrogenazione”. 
Essa infatti permette di utilizzare, in una via alternativa alla metanogenesi, l’idrogeno formato a 
livello del rumine per saturare gli acidi grassi insaturi, anche se solamente l’1-2% dell’idrogeno 
ruminale può essere utilizzato a tale scopo (Machmüller et al., 1998; Hristov et al., 2014). 
L’utilizzo dei lipidi pone però l’attenzione su alcuni problemi che possono insorgere. 
Innanzitutto occorre valutare il costo, che per alcuni acidi grassi a media-catena, come l’olio di 
cocco o di colza, può risultare proibitivo per gli allevatori (Beauchemin et al., 2007). 
Il secondo aspetto da prendere in considerazione è l’appetibilità della razione, il 
conseguente calo dell’ingestione e dunque anche della produttività dell’animale e l’alterazione 
delle caratteristiche qualitative dei prodotti (Beauchemin et al., 2007; Hook et al., 2010; Hristov 
et al., 2014). 
Infine occorre valutare anche la persistenza dell’effetto dato dall’integrazione lipidica della 
razione, perché la riduzione del metano è stata testata al momento solo nel breve periodo (Hook 
et al., 2010; Hristov et al., 2014). 
1.4.2 Rapporto foraggi/concentrati, qualità e tipo di foraggio e concentrato 
La produzione di metano è legata alla composizione totale della razione e, pertanto, alla 
proporzione di AGV prodotti a seguito delle fermentazioni ruminali. Senza dubbio la 
proporzione di foraggi della dieta è uno degli aspetti critici: infatti se la dieta è molto fibrosa, la 
produzione di metano è più rilevante, perché i carboidrati strutturali, come la cellulosa e le 
emicellulose, vengono degradati con liberazione di acido acetico, acido butirrico (in minori 
quantità) e H2 il quale, come detto, rappresenta il principale substrato a disposizione dei 
metanogeni per la produzione di metano (Janssen, 2010; Aguerre et al., 2011). 
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Per questo motivo gli allevamenti estensivi, che sono spesso caratterizzati da diete molto 
fibrose e da bassi livelli produttivi, risultano essere più impattanti di quelli intensivi, che sono 
più efficienti da un punto di vista produttivo (Compiani et al., 2015). 
Il tipo di carboidrato fermentato va dunque ad influenzare la quantità di metano prodotta, 
agendo principalmente sul pH ruminale e sulla popolazione microbica (Johnson e Johnson, 
1995). Questo effetto è comunque poco importante con basse ingestioni, rispetto a quelle più alte 
(Moe e Tyrrell, 1979; McAllister et al., 1996). 
Si può così constatare che la cellulosa causa la più elevata emissione di metano, tre volte 
più dell’emicellulosa, mentre l’emissione di metano correlata alla degradazione dell’amido è la 
più bassa (Eckard et al., 2010; Janssen, 2010). 
Come già detto, il rapporto tra foraggi e concentrati della dieta va inoltre ad influenzare le 
proporzioni di AGV prodotte, come si può notare dalla Figura 4, che segue.  
Figura 4. Rapporto foraggi:concentrati e AGV ruminali (Bittante et al., 2012). 
 
Si può osservare infatti che una dieta ricca in concentrati comporta una maggiore 
produzione di propionato e di conseguenza viene prodotto meno metano, in quanto la via 
metabolica che conduce alla sintesi di acido propionico utilizza l’H2, sottraendolo parzialmente 
al processo di metanogenesi (Janssen, 2010). Inoltre con la formazione di propionato si verifica 
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un abbassamento del pH ruminale, soprattutto per la maggiore crescita e attività dei batteri che 
producono l’acido lattico, e questo può agire direttamente inibendo o eliminando i metanogeni, i 
protozoi e i ciliati ruminali (Moss et al., 2000; Hook et al., 2010; Poulsen et al., 2012; Knapp et 
al., 2014). Si può concludere quindi che la composizione della dieta e il pH ruminale hanno il 
ruolo principale nel determinare la produzione di metano e la proporzione di AGV (Poulsen et 
al., 2012). 
Hook et al. (2010) hanno osservato che la perdita di metano è pari mediamente al 6-7% 
dell’energia lorda ingerita con una razione contenente una proporzione di concentrati del 30-
40%, e potrebbe essere ridotta fino al 2-3% se la razione contenesse l’80-90% di concentrati. 
Nel caso dei foraggi due aspetti rilevanti che incidono sulla produzione di metano sono la 
qualità e la digeribilità: Hristov et al. (2014) hanno infatti riscontrato che somministrando un 
foraggio di elevata qualità e digeribilità, aumentano l’ingestione e la produttività, diminuendo 
dunque il metano prodotto per unità di alimento consumato e per quantità di prodotto. Questo 
avviene perché un foraggio di buona qualità generalmente è poco lignificato (Wright e Klieve, 
2011; Knapp et al., 2014). 
Anche quando vengono somministrati foraggi giovani, che contengono più proteina 
rispetto alla frazione fibrosa si ottiene una riduzione nella produzione di metano, rispetto alla 
somministrazione di foraggi più maturi, quindi più lignificati (Janssen, 2010). 
Una buona tecnica di conservazione dei foraggi è, ad esempio, l’insilamento, che permette 
di preservare i nutrienti, migliorare la digeribilità e dunque l’efficienza alimentare (Knapp et al., 
2014). L’insilamento permette anche di contenere le emissioni di metano ruminale perché le 
maggior parte delle fermentazioni avviene durante il periodo di maturazione (Boadi et al., 2004). 
Inoltre anche l’aggiunta di inoculi batterici o enzimi durante il processo di insilamento permette 
di ridurre il rapporto tra acetico e propionico prodotti (Boadi et al., 2004). 
Recentemente, come strategia per ridurre l’impatto del metano, è emerso anche l’interesse 
per i foraggi con un alto contenuto di carboidrati idrosolubili, anche se i risultati sono molto 
variabili a causa delle diverse composizione delle diete testate, la diversa ingestione e l’unità di 
misura scelta per quantificare il metano prodotto (Hristov et al., 2014). Anche la selezione 
genetica di specie vegetali più digeribili può essere una valida alternativa per la riduzione delle 
emissioni di metano dagli animali in produzione zootecnica (Eckard et al., 2010).  
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Tuttavia bisogna fare attenzione alla quantità di concentrati che vengono inclusi nella 
razione, poiché possono causare un eccessivo abbassamento del pH, quindi una condizione di 
acidosi clinica o sub-clinica o eventualmente un’alterazione della funzionalità ruminale 
(Tamminga et al., 2007; Hook et al., 2010). Altri problemi che possono insorgere dall’uso 
eccesivo di concentrati sono le laminiti, l’aumento del BCS al parto, l’aumento di problemi 
metabolici e la riduzione della fertilità dell’animale (Tamminga et al., 2007). 
Infine, un ulteriore problema deriva dal fatto che, con l’uso di carboidrati altamente 
fermentescibili, il passaggio nel rumine è più rapido e questo può causare una maggiore quota di 
sostanze fermentescibili nei reflui, e dunque una maggiore emissione di metano e protossido di 
azoto da essi (Hook et al., 2010). 
1.4.3 Livello proteico della razione 
I microrganismi ruminali hanno necessità di utilizzare azoto ammoniacale per la loro 
crescita e mantenimento. L’azoto ammoniacale deriva dalla degradazione della proteina 
alimentare e da fonti di azoto non proteico (urea, nitrati,…) (Bittante et al., 2012). Infatti dal 40 
all’80% della proteina alimentare viene normalmente degradata nel rumine e trasformata in 
proteina microbica, utilizzata poi dal ruminante (Chalupa, 1974). 
I fabbisogni di ammoniaca per i microrganismi sono variabili, a seconda delle loro capacità 
di crescita e moltiplicazione, ma anche a seconda della disponibilità di energia e di scheletri 
carboniosi che derivano soprattutto dalla fermentazione di carboidrati di riserva (Chalupa, 1974; 
Crovetto e Sandrucci, 2010; Bittante et al., 2012). L’ammoniaca in eccesso esce dal rumine 
attraverso il circolo sanguigno ed arriva al fegato dove viene trasformata in urea e 
successivamente eliminata con le urine (Bittante et al., 2012). 
Nella situazione opposta, cioè in carenza di ammoniaca, viene utilizzata una fonte 
endogena di azoto, utilizzando l’urea che deriva dalla saliva, sfruttando dunque il meccanismo di 
ricircolo dell’azoto (Bittante et al., 2012). 
Di seguito, nella Figura 5, è riportato uno schema della degradazione proteica nel rumine. 
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Figura 5. Degradazione della proteina nel rumine (https://cutryzione.files.wordpress.com, 
2012). 
 
 
Quest’ultima fonte di azoto è utilizzata soprattutto dai batteri cellulosolitici, che hanno 
dunque un vantaggio rispetto ai batteri amilolitici i quali hanno necessità invece di sequenze di 
amminoacidi derivanti direttamente dall’alimento (Chalupa, 1974; Fantini, 2010). 
In condizioni di carenza proteica, si verifica anche una ridotta digeribilità della fibra 
(cellulosa ed emicellulosa), sostanzialmente perché viene inibito lo sviluppo dei microrganismi 
ruminali, che non hanno sufficiente ammoniaca a disposizione per le loro sintesi proteiche 
(Russell et al., 1992; Firkins, 2010). 
In questa situazione dunque, anche la quantità di metano emesso è ridotta. 
Come per i carboidrati, anche la proteina grezza della razione contribuisce alle emissioni di 
metano. Infatti dalla metabolizzazione della proteina viene generata ammoniaca, 
successivamente usata per produrre metano (Kim et al., 2013). La degradazione proteica nel 
rumine dunque può causare sia una produzione netta che un consumo netto di H2, e in 
quest’ultimo caso viene quindi ridotto il metano prodotto (Knapp et al., 2014). 
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Difatti, soprattutto con diete ad elevato contenuto proteico, si ottiene, assieme 
all’ammoniaca, AGV e CO2, un’ elevata produzione di metano che deriva dalla fermentazione 
microbica degli amminoacidi, accompagnata anche da una perdita dell’efficienza di utilizzazione 
dell’azoto da parte dell’animale (Kebreab et al., 2006; Crovetto e Sandrucci, 2010). 
Tuttavia anche l’ammoniaca può essere un composto che inibisce l’attività dei metanogeni 
(Sossa et al., 2004). Infatti da una parte è un nutriente essenziale per lo sviluppo dei 
microrganismi, ma dall’altra può diventare un composto tossico superata una certa soglia di 
tolleranza (Bhattacharya e Parkin, 1989). 
L’eccesso proteico della razione può avere però anche altri riflessi ambientali, oltre la 
produzione di metano. Infatti l’azoto eccedente i fabbisogni viene eliminato attraverso feci, urine 
e latte, ed è responsabile dell’emissione di ammoniaca in atmosfera che, una volta convertita in 
ione ammonio, crea problemi di eutrofizzazione delle acque e di acidificazione dei suoli 
(Crovetto e Sandrucci, 2010). 
1.5 Metodi per la determinazione del metano enterico 
Esistono numerosi metodi per la determinazione del metano enterico emesso dai ruminanti, 
che possono essere diversi a seconda delle circostanze e dell’obiettivo (Johnson e Johnson, 
1995). In genere il metano può essere determinato tramite gas cromatografia, spettroscopia di 
massa, spettroscopia nel campo dell’infrarosso o tramite laser (Johnson e Johnson, 1995). 
Comunemente si è soliti distinguere tra tecniche di misurazione in vivo e in vitro. 
1.5.1 Tecniche di misurazione in vivo 
Tra le tecniche di quantificazione del metano in vivo, le più diffuse e utilizzate sono le 
camere di respirazione e l’utilizzo di gas traccianti. 
Camere di respirazione. Le camere di respirazione sono il metodo standard e più utilizzato 
per la determinazione del metano. Esse sfruttano la prima legge della termodinamica e 
prevedono che sia misurato il volume di gas espirato dagli animali (Kebreab et al., 2006; Storm 
et al., 2012). Il vantaggio che presentano è il fatto che consentono di determinare tutto il metano 
emesso dall’animale (Johnson e Johnson, 1995). 
In genere sono realizzate in materiale metallico con pareti trasparenti, per favorire il 
contatto visivo tra animali, e sono di dimensioni variabili a seconda della taglia dell’animale 
(Johnson et al., 1994; Storm et al., 2012). Inoltre, per garantire il comfort dell’animale, e dunque 
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anche l’espressione del suo normale comportamento, vengono controllate la temperatura e 
l’umidità e garantito un agevole accesso ad acqua e cibo e la rimozione di feci e urine (Johnson 
et al., 1994; Johnson e Johnson, 1995). La temperatura di media è di 18±2°C e l’umidità 
relativa del 60±10% (Kebreab et al., 2006). 
Le concentrazioni del metano e degli altri gas (CO2, H2 e O2) vengono determinate come 
differenza tra le concentrazioni dei gas in entrata e quelli in uscita dalla camera di respirazione, a 
livello del singolo animale (Johnson e Johnson, 1995; Storm et al., 2012). Uno schema 
semplificato del loro funzionamento è riportato di seguito nella Figura 6. 
Figura 6. Schema semplificato di una camera di respirazione (Storm et al., 2012).
 
Le camere di respirazione presentano però degli aspetti negativi: sono costose sia in 
termini di realizzazione della struttura ma anche per il tempo e il lavoro necessari e possono 
andare ad alterare anche il comportamento dell’animale, diminuendo ad esempio l’ingestione, 
poiché non sono un ambiente “naturale” (Harper et al., 1999; Madsen et al., 2010). Inoltre è 
necessario anche far precedere all’analisi un periodo di acclimatamento di qualche settimana 
dell’animale, e possono essere testati pochi animali alla volta (Johnson et al., 1994; Johnson e 
Johnson, 1995). 
Gas traccianti. Possono essere utilizzati sia metodi con traccianti isotopici che non 
isotopici per determinare il metano. I primi prevedono l’utilizzo di [3H-] metano o [14C-] metano 
in animali canulati, nel cui rumine è infuso l’isotopo ad intervalli prestabiliti (Johnson e Johnson, 
1995). 
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Il metodo con gas traccianti non isotopici è invece tra i più diffusi e utilizzati, soprattutto 
nel caso di animali al pascolo. Il gas più utilizzato è l’esafluoruro di zolfo (SF6), scelto in quanto 
non è tossico, è un gas inerte fisiologicamente, stabile e poco costoso (Storm et al., 2012). 
Questa tecnica consiste nell’inserire nel rumine un tubo permeabile contenente SF6 a 
concentrazione nota. Viene poi applicato all’animale un sistema di tubi capillari alla bocca e alle 
narici, sostenuto grazie ad una cavezza, connesso ad un contenitore di raccolta dei gas che 
vengono emessi (Johnson et al., 1994; Johnson e Johnson, 1995). La Figura 7, che segue, riporta 
in modo semplificato, quanto appena descritto. 
Figura 7. Metodo dell’SF6 (Johnson et al., 1994). 
 
Questo metodo consente di determinare direttamente la concentrazione di metano emesso 
dalla bocca e dal naso dell’animale attraverso la formula (Johnson et al., 1994; Leuning et al., 
1999): 
𝑄𝐶𝐻4 = 𝑄𝑆𝐹6 ×
[𝐶𝐻4]
[𝑆𝐹6]
 , 
in cui QSF6 è la quantità nota rilasciata nel rumine e [CH4] e [SF6] sono le concentrazioni 
misurate. 
Questo sistema permette però di misurare solo il 95% del metano emesso dal ruminante, 
perché non permette di quantificare quello eliminato dal retto, come può fare invece una camera 
di respirazione (Boadi e Wittenberg, 2002; Pinares-Patiño et al., 2011). Inoltre è necessario un 
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periodo di addestramento dell’animale per indossare la cavezza e il contenitore per la raccolta 
del gas (Boadi e Wittenberg, 2002). 
Tuttavia l’SF6 recentemente è stato vietato o ne è stato limitato l’uso in alcuni paesi perché 
è un gas serra a sua volta, ma anche perché è possibile che nella carne o nel latte possano esserci 
tracce di questa sostanza (Bhatta et al., 2007). 
1.5.2 Tecniche di misurazione in vitro 
Produzione di gas in vitro. La tecnica in vitro è utilizzata per diversi aspetti (Getachew et 
al., 1998): 
 valutare la qualità di alimenti singoli o diete, 
  capire i meccanismi della cinetica di fermentazione microbica. 
Negli anni sono state sviluppate diverse tecniche per la misurazione del gas prodotto in 
vitro, impiegando ad esempio: 
 siringhe di vetro; 
 il RUSITEC, che riproduce l’ambiente ruminale in ambiente controllato; 
 l’uso di una serie vasi chiusi in cui avviene la fermentazione (Figura 8). 
Le tecniche in vitro sono state migliorate durante il corso degli anni, fino ad arrivare ai 
sistemi oggi più diffusi, completamente automatizzati, che permettono di misurare in 
continuazione il gas prodotto (Getachew et al., 1998; Soliva e Hess, 2007; Storm et al., 2012). 
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Figura 8. Sistema automatizzato per la determinazione della produzione di gas in vitro 
(Storm et al., 2012). 
 
Il principio base su cui si basano queste tecniche è quello di riprodurre l’ambiente 
ruminale, incubando l’alimento o la dieta, in ambiente controllato a 39°C, assieme al liquido 
ruminale o ad un inoculo batterico per un periodo di tempo in genere di 24, 48, 72, 96 o 144 ore 
(Storm et al., 2012). 
L’esperimento ha di solito una durata complessiva compresa tra 1 e 4 settimane, durante le 
quali verranno ripetute le incubazioni (Storm et al., 2012). 
I gas prodotti durante le fermentazioni vengono poi analizzati tramite gas cromatografo, ed 
inoltre questo sistema permette anche di valutare quale sia la degradabilità della materia prima 
incubata (Getachew et al., 1998; Storm et al., 2012). 
È un metodo vantaggioso perché è meno costoso rispetto ad un test in vivo e meno 
dispendioso anche per il tempo richiesto. Permette infine anche di mantenere le condizioni 
dell’ambiente di fermentazione il più stabile possibile (Bhatta et al., 2007). 
Sono presenti comunque alcuni svantaggi anche per questo metodo (Rossi et al., 2001; 
Storm et al., 2012): 
 c’è la necessità di avere a disposizione liquido ruminale fresco (prelevato tramite sonda 
esofagea o da ruminanti fistolati o macellati); 
 non permette di valutare eventuali fenomeni di adattamento della popolazione microbica 
a lungo termine; 
 non c’è la crescita di nuovi microrganismi, soprattutto di funghi e protozoi; 
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 i prodotti di scarto non vengono eliminati e questo può alterare l’attività microbica; 
 le particelle dell’alimento incubato misurano di solito 1 mm, dunque sono molto più 
piccole rispetto ad una dieta reale dell’animale e questo può modificare e accelerare 
l’attività dei microrganismi ruminali.  
1.5.3 Altri metodi 
Oltre questi metodi principali utilizzati per la quantificazione del metano, in bibliografia se 
ne trovano altri: 
 Equazioni di predizione o modelli statistici/dinamici. Non sono molto accurati rispetto le 
tecniche precedenti, perché stimano la produzione di metano dalla composizione chimica 
della dieta, dall’ingestione o dalla descrizione delle biochimica delle fermentazioni 
(Johnson et al., 1994; Kebreab et al., 2006). 
 Analizzatori di gas portatili o tramite tecniche laser o ad infrarossi. Consentono di 
misurare il metano prodotto nelle aree in cui gli animali si trovano al pascolo. Alcuni 
rilevano la produzione di gas direttamente dalla bocca dell’animale oppure sono posti 
all’interno di un distributore di concentrati oppure rilevano la concentrazione di metano 
nell’area in cui gli animali si alimentano o durante la mungitura (Kebreab et al., 2006; 
Bailoni et al., 2014). 
 Tunnel. Sono delle alternative alla camera di respirazione che vengono posti nelle aree di 
pascolo. Sono realizzati in polietilene e viene rilevata la concentrazione di metano che 
viene rilasciata dall’interno del tunnel attraverso un gas cromatografo (Kebreab et al., 
2006). 
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2. Obiettivi 
L’obiettivo della tesi è di verificare su otto diverse diete, impiegate comunemente nel 
razionamento delle vacche da latte, incubate con liquido ruminale prelevato da bovine in 
asciutta: 
 la produzione totale di gas e di metano (CH4) in vitro, tramite l’utilizzo del sistema 
Ankom
RF
 Gas Production System e quantificati in seguito con gas cromatografo; 
 il pH e l’azoto ammoniacale (N-NH3) del liquido di fermentazione residuo, del 
liquido ruminale, del medium e della miscela finale, rispettivamente mediante 
pHmetro e spettrofotometro; 
 la produzione di acidi grassi volatili (AGV), misurata tramite HPLC, del liquido di 
fermentazione; 
 la degradabilità della fibra determinata dal residuo di fermentazione mediante 
Fibertech ed infine, le ceneri sull’NDF degradabile quantificate a seguito del 
passaggio in muffola del residuo nei crogioli del Fibertech. 
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3. Materiale e metodi 
3.1 Diete incubate 
Nel presente lavoro di tesi sono state analizzate otto diete per bovine da latte: 
“convenzionale”, ipoproteica, iperproteica, NSC/NDF (carboidrati non strutturali/frazione 
fibrosa neutro detersa) basso, NSC/NDF alto, EE (estratto etereo) basso, EE alto con integratore 
lipidico commerciale ed EE alto con semi oleosi. 
La composizione della dieta standard (convenzionale) deriva da una media di 85 razioni 
utilizzate in altrettanti allevamenti rappresentativi della realtà zootecnica veneta. Le altre sette 
diete sono state formulate variando il contenuto di NDF (da 32.5% a 43.5% SS), proteina grezza 
(da 11.5% a 19.4% SS) e tenore lipidico (da 2.6% a 6.1% SS). Nel caso della dieta iperlipidica le 
integrazioni di grasso derivano da due fonti diverse: un’integrazione con una fonte di grasso 
(olio idrogenato di palma) e una con semi oleosi (semi integrali di soia e soia estrusa). 
Di seguito nelle Tabelle 1 e 2, sono riportate rispettivamente la formulazione delle diete e 
la loro composizione chimica. 
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Tabella 1. Formulazione delle diete in g/kg SS. 
bNDF = dieta bassa fibra (NDF 32.5% SS); aNDF = dieta alta fibra (NDF 43.5% SS); bPG = 
dieta bassa proteina (PG 11.5% SS); aPG = dieta alta proteina (PG 19.4% SS); bEE = dieta basso 
contenuto lipidico (EE 2.6% SS); aEEint. = dieta alto contenuto lipidico (EE 5.9% SS) con 
integratore commerciale; aEEs.o. = dieta alto contenuto lipidico (EE 6.1% SS) con semi oleosi. 
 
Tabella 2. Composizione chimica delle otto diete espressa in percentuale.  
 Std bNDF aNDF bPG aPG bEE aEEint. aEEs.o. 
Composizione chimica:         
   NDF 36.1 32.5 43.5 35.8 35.70 35.9 35.3 36.0 
   ADF 19.2 15.4 34.6 18.6 19.9 18.8 18.9 19.1 
   ADL 2.9 2.0 4.3 2.6 3.2 2.5 2.6 2.8 
   Proteina grezza (PG) 15.8 15.2 16.1 11.5 19.4 16.1 15.7 15.8 
   Estratto Etereo (EE) 3.3 3.4 3.8 3.4 3.4 2.6 5.9 6.1 
   Amido 27.3 27.3 10.0 33.2 17.6 26.5 21.0 23.3 
   NSC 39.5 44.3 30.2 44.6 35.7 40.2 37.7 36.7 
   Ceneri 5.3 4.6 6.4 4.7 5.8 5.2 5.4 5.4 
   EL (MJ/kg SS) 16.8 16.9 17.3 16.8 17.3 16.5 16.6 16.7 
bNDF = dieta bassa fibra (NDF 32.5% SS); aNDF = dieta alta fibra (NDF 43.5% SS); bPG = 
dieta bassa proteina (PG 11.5% SS); aPG = dieta alta proteina (PG 19.4% SS); bEE = dieta basso 
contenuto lipidico (EE 2.6% SS); aEEint. = dieta alto contenuto lipidico (EE 5.9% SS) con 
integratore commerciale; aEEs.o. = dieta alto contenuto lipidico (EE 6.1% SS) con semi oleosi; 
NSC (Non-Structural Carbohydrates) = carboidrati non fibrosi calcolati come 100 – NDF – PG – 
EE – ceneri; EL = energia lorda contenuta nella dieta misurata con il metodo della bomba 
calorimetrica (ISO; 1988). 
  
 Std bNDF aNDF bPG aPG bEE aEEint. aEEs.o. 
Ingredienti:         
   Insilato di mais 351 430 - 375 281 351 351 351 
   Fieno di erba medica 89 23 134 66 156 89 89 89 
   Fieno di loietto 47 - 231 43 52 47 52 56 
   Fieno di prato  47 - 227 47 52 47 52 60 
   Farina di mais 205 228 152 258 147 218 182 160 
   Farina d’orzo  119 171 92 160 90 122 100 100 
   Farina di soia, 48% PG  113 119 126 27 188 126 121 18 
   Soia integrale  - - - - - - - 68 
   Soia estrusa - - - - - - - 68 
   Semi di lino estrusi  29 29 38 24 34 - 29 29 
   Integrazione lipidica  - - - - - - 24 - 
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3.1.1 Sistema di misurazione del gas: Ankom
RF
 Gas Production System 
Il sistema di misurazione del gas utilizzato in questa prova di tesi è l’AnkomRF Gas 
Production System (Figura 9), messo in commercio dall’azienda Ankom Technology® (New 
York, USA). 
Figura 9. Ankom
RF
Gas Production System. 
 
Questo sistema è in grado di monitorare e misurare la produzione di gas, ed è costituito da 
tre elementi: le bottiglie di vetro o giare, i moduli attivi e la centralina wireless. 
 Bottiglie di vetro o giare. Sono dei contenitori con una capacità di 310 ml, in cui è 
incubato il substrato assieme al liquido di fermentazione. 
 Moduli attivi. I moduli sono dei tappi cilindrici neri, cavi, che consentono la 
chiusura ermetica delle bottiglie. Nel tappo è presente un sensore di pressione, una 
scheda elettronica e la batteria ricaricabile per l’alimentazione della valvola di 
sfiato e il collegamento wireless. I moduli consentono di monitorare e trasmettere i 
dati grazie a tre aperture:  
‐ un foro che comunica con il sensore di pressione, 
‐ un secondo foro collegato all’elettrovalvola di sfiato, 
‐ il terzo foro comunica con una valvola meccanica che permette l’attacco 
dall’esterno del condotto adduttore della CO2, per creare un ambiente 
anaerobico. 
 Centralina wireless. È una componente fondamentale per la trasmissione dei dati 
dai moduli, che verranno registrati dal computer nel quale è installato il software 
fornito dalla ditta Ankom Technology
®
. Il software permette di gestire l’apparato, 
regolare la pressione di apertura delle valvole (espressa in psi o bar), stabilire 
l’intervallo di registrazione dei dati, verificare eventuali malfunzionamenti e la 
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carica delle batterie. Infine permette di creare un file in Excel in cui sono riportati 
gli output delle registrazioni (Ankom Technology
®
, 2012). 
3.1.2 Disegno sperimentale 
La prova si è svolta presso il laboratorio del Dipartimento “DAFNAE”, nel Campus di 
Agripolis a Legnaro (PD), nel periodo compreso tra novembre e dicembre 2013, con lo scopo di 
verificare la produzione di metano di 8 diverse tipologie di diete usate comunemente negli 
allevamenti di vacche da latte.  
La prova consiste in una simulazione in vitro dell'ambiente ruminale, in modo da poter 
misurare la produzione di gas durante il processo fermentativo.  
Sono state utilizzate 8 diete, di cui sono state eseguite 5 replicazioni ciascuna e in più 5 
unità di confronto per un totale di 45 campioni.  
Di ogni campione è stato prelevato 1 g tal quale e introdotto all' interno di particolari 
bottiglie con un modulo in grado di misurare la quantità di gas prodotta durante il processo 
fermentativo.  
In ogni bottiglia sono stati introdotti, oltre al campione della dieta, 50 ml di liquido 
ruminale e 100 ml di tampone Menke. 
Tutte le 45 bottiglie sono state messe all' interno di particolari incubatori, in modo da 
mantenere una temperatura costante durante il processo fermentativo. Il tempo totale di 
incubazione è stato di 24 e 48 ore, la pressione di rilascio del gas prodotto è stata di 1 psi o 6,8 
kPa, con il tempo di apertura della valvola di 250 msec. 
3.2 Preparazione dei campioni il giorno precedente all’incubazione 
Innanzitutto è stato verificato il corretto funzionamento delle valvole di ogni modulo, 
constatando la corretta apertura, chiusura e tenuta. 
Successivamente ogni alimento utilizzato è stato macinato tramite un mulino con una 
griglia con fori di 1 mm ed è stato pesato 1 g di substrato (tolleranza: 0.9990-1.0010 g), posto poi 
nelle bottiglie numerate e chiuse infine con i moduli corrispondenti. 
Si è passati poi alla preparazione delle soluzioni necessarie: 
 tampone (per 1 litro di soluzione): 35 g di NaHCO3 (sodio bicarbonato); 4 g di 
NH4HCO3 (ammonio bicarbonato); 1 l di H2O (acqua distillata); 
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 soluzione macrominerale (per 1 litro di soluzione): 5.7 g di Na2HPO4 (sodio fosfato 
bibasico), 6.2 g di KH2PO4 (potassio fosfato monobasico), 0.6 g di MgSO4-7H2O 
(magnesio solfato eptaidrato), 1 l di H2O (acqua distillata); 
 soluzione microminerale: 13.2 g di CaCl2-2H2O (calcio cloruro diidrato), 10 g di 
MnCl2-4H20 (magnesio cloruro tetra idrato), 1 g CoCl2-6H2O (cobalto cloruro 
esaidrato), 1.17 g di FeCl3-6H2O (ferro cloruro esaidrato), 100 ml di H2O; 
 soluzione con resazurina: 0.1 g di resazurina e 100 ml di H2O (acqua distillata); 
 soluzione di idrossido di sodio 1 N: 40 g di NaOH (idrossido di sodio) e 100 ml di 
H2O (acqua distillata); 
 soluzione con acido metafosforico al 25%: 250 g di HPO3 (acido metafosforico) e 1 
l di H2O (acqua distillata). 
3.3 Procedura di raccolta del liquido ruminale il giorno dell’incubazione 
Il prelievo del liquido ruminale è stato eseguito presso l’azienda agricola sperimentale 
“Lucio Toniolo” di Agripolis a Legnaro (PD). 
La prima operazione che è stata compiuta è quella di riempire il termos e il contenitore 
coibentato di acqua calda in modo da riscaldare le pareti dei contenitori, per mantenere la 
temperatura del liquido ruminale.  
Il liquido ruminale è stato prelevato tramite una sonda esofagea da tre Frisone in asciutta 
mantenute a digiuno dalla sera prima. Le vacche erano alimentate con una razione che prevedeva 
l’utilizzo di fieno ad libitum e un’integrazione di concentrati costituita da 0.5 kg/d di polpe di 
bietola, 1 kg/d di farina di mais e 1 kg/d di girasole. 
Una volta prelevato, il liquido è stato filtrato in un beker tramite una stoffa ripiegata tre 
volte. Successivamente il liquido è stato travasato dentro i termos, precedentemente svuotati 
dall’acqua. In totale ne sono stati prelevati 3 litri. 
Terminato il prelievo, entro trenta minuti, il liquido è stato trasferito in laboratorio, dove è 
stato rifiltrato e versato in un beker da 5 l, messo nel bagnetto a 39°C e coperto con parafilm. 
L’operazione è stata svolta utilizzando un flusso di CO2. 
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3.4 Procedura di preparazione dei campioni il giorno del’incubazione 
Il giorno dell’incubazione sono stati accesi i bagnetti termostatici a 39°C e al loro interno 
sono stati posti il beker da 5 l contenente il liquido ruminale, il matraccio utilizzato per la 
preparazione della soluzione finale e il bottiglione che è stato utilizzato per contenere la 
soluzione finale. 
Nel frattempo è stata anche preparata la soluzione riducente, costituita da: 47.5 ml di H2O 
(acqua distillata), 2 ml di NaOH 1 N (sodio idrossido) e 0.336 g di Na2S-9H2O (sodio solfuro 
nonaidrato) (quantità riferite ad 1 litro di soluzione finale). 
In seguito, in un matraccio è stata preparata una soluzione, miscelando nell’ordine: 
 475 ml di acqua deionizzata scaldata a 39°C, 
 0.12 ml della soluzione microminerale, 
 240 ml della soluzione macrominerale a 39°C, 
 240 ml della soluzione tampone, 
 1.22 ml della soluzione di resazurina. 
La soluzione è stata posta nel bagnetto a 39°C e al suo interno è stata insufflata CO2 per 
almeno 1 minuto. Successivamente è stato aggiunta la soluzione riducente, continuando sempre 
ad immettere CO2. A questo punto si è verificato il viraggio di colore (dal blu al rosa 
all’incolore). Dopo il viraggio sono stati aggiunti 500 ml di liquido ruminale, con un rapporto tra 
medium e liquido ruminale di 2:1, continuando a insufflare CO2 per almeno 15 minuti. 
Per il buffer, liquido ruminale e miscela è stato misurato il pH. 
Prima di cominciare l’incubazione, sono stati eseguiti i seguenti prelievi: 
 liquido ruminale (LR 1, 2, 3), 
 medium (M 1, 2, 3) 
 miscela di liquido ruminale e medium (LR+M 1, 2, 3). 
I campioni di liquido sono stati inseriti all’interno delle provette: 
 3 provette da 10 ml con 1 ml di acido metafosforico al 25% per l’azoto 
ammoniacale (N-NH3), prelevando 5 ml da ciascuna matrice; 
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 3 provette da 10 ml con 1 ml di acido metafosforico al 25% per gli acidi grassi 
volatili (AGV), prelevando 5 ml da ciascuna matrice; 
 3 falcon da 50 ml con 8 ml di acido metafosforico al 25%, prelevando 40 ml da 
ciascuna matrice. 
3.5 Incubazione 
In ogni bottiglia sono stati inseriti 150 ml della soluzione finale, delicatamente per evitare 
il galleggiamento del substrato presente all’interno della bottiglia, insufflando CO2, per creare un 
ambiente il più possibile anaerobico. A seguito di questa operazione le bottiglie sono state 
inserite negli incubatori. 
3.6 Procedura di campionamento dei gas del liquido residuo di fermentazione 
La procedura si è stata organizzata nel seguente modo: 
 è stato aperto di un incubatore ed estratta la bottiglia; 
 sono stati prelevati 10 ml di gas, inserendo l'ago di una siringa attraverso il setto 
poroso della bottiglia. Eseguito il prelievo, è stato immesso il campione di gas 
all'interno di un’apposita provetta a tenuta stagna (la provetta è stata identificata con lo 
stesso numero della bottiglia del campione); 
 è stato tolto il modulo dalla bottiglia e misurato il pH. 
 Dopo la misurazione del pH sono stati prelevati, utilizzando una siringa senz’ago 
da 50 ml, 40 ml di liquido di fermentazione e sono stati introdotti nella falcon, la quale 
conteneva 8 ml di acido metafosforico; 
 la bottiglia è stata poi chiusa e posta in un contenitore con il ghiaccio. 
 Con l'utilizzo di una pipetta eppendorf, sono stati prelevati 5 ml di liquido 
ruminale per la determinazione dell' N-NH3 ed inseriti in una provetta, la quale 
conteneva 1 ml di acido metafosforico (la provetta è stata identificata con lo stesso 
numero del campione). 
 La stessa operazione è stata eseguita prelevando altri 5 ml di liquido di 
fermentazione per la determinazione degli AGV (la provetta è stata identificata con lo 
stesso numero del campione). 
 Le bottiglie e le provette sono state chiuse tempestivamente. 
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 Una volta eseguite queste operazioni per tutte le bottiglie, sono state messe in una 
cella frigo in modo da poter eseguire, il giorno seguente, le analisi dell' NDF 
degradabile. 
 Le falcon sono state sottoposte a centrifugazione. 
 Tutte le provette (le falcon e le provette per le analisi dei gas, degli AGV e dell'N-
NH3 ) sono state trasportate presso il laboratorio dove sono state svolte le analisi. 
3.7 Analisi 
Le analisi eseguite sono state le seguenti: 
 Metano: i gas che sono stati prelevati ed introdotti nelle provette a tenuta stagna 
(vacuette) sono stati analizzati utilizzando il gas cromatografo (per la determinazione 
del metano sono stati utilizzati 2 µl di gas ); 
 pH: la misurazione del pH è stata effettuata sul liquido di fermentazione, sul 
buffer, liquido ruminale e sulla miscela di liquido ruminale e buffer tramite pHmetro; 
 Azoto ammoniacale (N-NH3): i campioni presenti nelle provette per la 
determinazione dell' azoto ammoniacale sono stati analizzati con spettrofotometro; 
 Acidi grassi volatili (AGV): i campioni destinati alla determinazione degli acidi 
grassi volatili sono stati analizzati tramite HPLC; 
 NDF deg: il liquido ruminale presente nelle bottiglie è stato analizzato con 
l'utilizzo del Fibertech per la determinazione dell’NDF; 
 Ceneri su NDF deg: dopo la determinazione dell' NDF deg, il residuo presente nei 
crogioli (particolari contenitori a forma di bicchiere con setto poroso utilizzati durante 
le analisi dell' NDF) è stato sottoposto a un trattamento in muffola a 550°C gradi per 
12 ore in modo da poter determinare, tramite successiva pesatura, il contenuto di 
ceneri; 
3.7.1 Analisi della fibra 
Il giorno precedente all’analisi sono stati lavati i crogioli con acqua deionizzata (lavaggio 
in flusso) e acetone (lavaggio in contro flusso) e successivamente messi in stufa a 100°C per una 
notte. 
Il giorno dell’analisi sono stati tolti dalla stufa e posti in essiccatore per 30 minuti e poi 
pesati. In seguito sono stati inseriti a gruppi di 6 nel Fibertech. Ad ogni crogiolo corrisponde una 
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colonna nello strumento, nella quale è stata versata la corrispondente bottiglia contenente il 
residuo di fermentazione. Ogni bottiglia è stata risciacquata accuratamente con acqua distillata 
per togliere eventuali residui dalle pareti. Tramite una pompa a vuoto le colonne sono state poi 
svuotate, in modo che rimanesse solamente il residuo solido del campione. Successivamente è 
stata aggiunta la stessa quantità di soluzione NDF in ogni colonna con 0,5 ml di -amilasi. 
Il tutto è stato poi portato ad ebollizione per un’ora. Al termine del tempo di ebollizione, le 
colonne sono state svuotate e lavate per 3-4 volte con acqua bollente, precedentemente scaldata, 
terminando con un lavaggio di acetone. Poi i crogioli sono stati lasciati all’aria per far evaporare 
l’acetone e inseriti in stufa a 100°C per pesarli il giorno successivo, previo passaggio in 
essiccatore, finché non avessero raggiunto la temperatura ambiente. 
Dopo averli pesati per determinare l’NDF, i crogioli sono stati messi all’interno della 
muffola a 550°C per 12 ore. Infine, dopo il raffreddamento nell’essiccatore, sono stati 
nuovamente pesati per determinare le ceneri. 
3.7.2 Calcolo del valore di NDFd e TDMd 
La degradabilità dell’NDF (NDFd) e la degradabilità “vera” della sostanza secca (TDMd) 
sono state determinate attraverso le formule di Goering e Van Soest (1970), riportate di seguito: 
NDFd (g/kg SS) =  1000 ∗   
NDFinc .−NDFres .
SSinc .
 ; 
TDMd (g/kg SS) = 1000 ∗   
SSinc .−NDFres
SSinc .
 , 
in cui NDFinc. è la quantità di NDF incubata, presente nella dieta, NDFres. è la quantità di 
NDF residua, misurata al termine del tempo di incubazione e SSinc. è la quantità di sostanza 
secca incubata. 
3.8 Analisi statistica 
I dati sono stati analizzati tramite la procedura PROC GLM del SAS Institute (2007). Nel 
modello sono state considerate le diete (7 gradi di libertà), il tempo di incubazione (1 gdl) e 
l’interazione tra le diete e il tempo di incubazione (7 gdl) e l’incubazione come fonte di 
variazione. 
Se l’interazione non è risultata significativa è stata rimossa dal modello. 
 42 
Sono stati poi eseguiti sei contrasti tra trattamenti. Nello specifico sono stati testati l’effetto 
del livello di proteina grezza (bassa proteina vs. alta proteina), del livello di NDF (bassa fibra vs. 
alta fibra), del livello di lipidi (bassi lipidi vs. alto lipidi con olio idrogenato di palma + alto lipidi 
con semi oleosi), del tipo di lipidi utilizzati (semi oleosi vs. integrazione  commerciale lipidica), 
e il tipo di fonte energetica (carboidrati non strutturali vs. lipidi, ovvero bassa proteina + bassa 
fibra vs alto lipidi con olio idrogenato di palma + alto lipidi con semi oleosi) sui diversi 
parametri in vitro. È stato inoltre considerato il contrasto tra dieta standard vs media di tutte le 
rimanenti diete. 
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4. Risultati e Discussione 
4.1Effetti sulla degradabilità in vitro 
La degradabilità in vitro dell’NDF (fibra solubile al detergente neutro) e della TDM 
(degradabilità “vera” della sostanza secca) è stata influenzata in maniera significativa dalla 
dieta e dal tempo di incubazione (P<0.001 per entrambi). 
Considerando i contrasti tra i trattamenti testati, è emerso che l’effetto del livello di 
NDF sulla degradabilità dell’NDF stessa è risultato significativo (P<0.001), così come 
l’effetto dell’estratto etereo (P=0.001). Il livello di proteina grezza non è invece risultato 
essere significativo (P=0.18). Inoltre la degradabilità dell’NDF è stata condizionata 
significativamente (P<0.001) dalla tipologia di fonte energetica presente nella dieta (amilacea 
o lipidica), risultando più elevata nelle diete ricche in amido (dieta “bassa fibra” e dieta ipo-
proteica) (vedi Tabella 3). 
Si può dunque notare dalla Tabella 3, come la degradabilità dell’NDF diminuisca 
all’aumentare del livello di fibra nella razione (606 vs. 471 g/kg NDF, per la dieta bassa e alta 
fibra, rispettivamente). Un andamento simile si riscontra nell’effetto del livello dei lipidi, in 
quanto la degradabilità diminuisce con l’aumentare del contenuto lipidico della dieta (577 vs. 
559 e 538 g/kg NDF, per la dieta ipolipidica, alta con aggiunta dell’integratore commerciale, e 
alta con l’aggiunti di semi oleosi, rispettivamente). 
Un andamento simile si riscontra nel caso della TDMd (g/kg SS) (Tabella 3). Infatti, 
anche in questo caso, la degradabilità diminuisce all’aumentare del contenuto di fibra 
(P<0.001) e di grasso (P=0.004) della razione. E’ risultato significativo anche l’effetto del tipo 
di grasso (P=0.040) sulla TDMd. Il livello proteico non ha invece influenzato la TDMd 
(P=0.26). Similmente a quanto accaduto in precedenza, la fonte energetica è stata significativa 
(P<0.001), con valori più alti quando l’energia veniva fornita sotto forma di carboidrati non 
strutturali (diete a bassa fibra e a bassa proteina). 
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Tabella 3. Degradabilità dell’NDF a 24 o 48 ore di incubazione sull’NDF totale 
espressa in g/kg di NDF e degradabilità “vera” della sostanza secca (TDMd) espressa in g/kg 
di sostanza secca totale. 
NDF= frazione fibrosa neutro detersa; NSC (Non-Structural Carbohydrates) = carboidrati non 
fibrosi. 
 
I valori di degradabilità dell’NDF osservati nel presente lavoro di tesi concordano con 
quelli riportati da Pirondini et al. (2012) (521 g/kg NDF), i quali hanno usato una razione per 
vacche in lattazione, con una composizione chimica paragonabile a quella della dieta standard 
usata in questa prova. 
Come dimostrano i risultati di questa prova, altri Autori (Dong et al., 1997; Dohme et 
al., 2001; Brask et al., 2013) hanno osservato che il livello di degradabilità dell’NDF è ridotto 
all’aumentare del contenuto lipidico della razione. Questo effetto è dovuto al fatto che i lipidi 
deprimono l’attività microbica, in particolare di protozoi e batteri cellulosolitici, riducendo 
 Degradabilità 
NDFd, 
g/kg NDF 
TDMd, 
g/kg SS 
Dieta   
  Standard 564 839 
  Bassa Fibra 606 869 
  Alta Fibra 471 763 
  Bassa Proteina 557 836 
  Alta Proteina 543 831 
  Basso Lipidi 577 843 
  Alto Lipidi con Integratore commerciale 559 837 
  Alto Lipidi con Semi Oleosi 538 829 
    SEM 7.3 2.8 
Tempo di Incubazione (TI)   
  24 h 472 801 
  48 h 632 861 
    SEM 3.5 1.4 
P-value   
  Dieta <0.001 <0.001 
  TI <0.001 <0.001 
  Run (TI) 0.007 0.010 
Contrasti:   
Standard vs. altre 0.09 0.003 
NDF <0.001 <0.001 
Proteina Grezza (PG) 0.18 0.26 
Estratto Etereo (EE) 0.001 0.004 
Grasso vs. Semi Oleosi 0.05 0.040 
Alto NSC vs. Alto Estratto Etereo <0.001 <0.001 
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dunque l’attacco batterico della fibra, e di conseguenza anche la produzione di metano verrà 
ridotta (Dong et al., 1997; Dohme et al., 2001; Choi et al., 2004). 
Anche Martin et al. (2008) riportano una riduzione della degradabilità della fibra, con 
un inclusione del 5.7% di supplemento lipidico derivante dai semi di lino, in una dieta per 
vacche da latte.  
Un risultato contrario è stato riscontrato invece da Pirondini et al. (2015), i quali hanno 
rilevato un aumento della degradabilità dell’NDF con la somministrazione di acidi grassi 
insaturi. È stato un risultato inatteso, perché normalmente i grassi insaturi hanno un’azione 
tossica sui batteri cellulosolitici, deprimendone l’attività (Pirondini et al., 2015). Questo può 
suggerire che è possibile che si verifichi un fenomeno di adattamento dei microrganismi 
ruminali all’utilizzo di acidi grassi insaturi nella dieta (Pirondini et al., 2015). 
Hindrichsen et al. (2004) hanno invece riscontrato che la degradabilità delle otto diete 
da loro testate, in questo caso caratterizzate da diversi livelli di amidi e zuccheri, non 
presentava differenze significative tra i tipi di dieta, ad eccezione del livello proteico che è 
stato l’unico parametro rilevante, contrariamente a quanto accaduto in questa prova. 
Castillejos et al. (2005) hanno infine confermato quanto è stato osservato nella presente 
prova, cioè che la degradabilità aumenta con diete a basso contenuto di fibra, rispetto a quelle 
ad alto contenuto. 
4.2 Effetti sulla produzione totale di gas e di metano 
4.2.1 Effetti sulla produzione di gas 
Per la produzione totale di gas (ml/g SS e ml/g TDMd) sono risultati significativi gli 
effetti della dieta e del tempo di incubazione (P<0.001). 
Nel caso della produzione di gas espressa in ml/g SS, si è riscontrata una significatività 
nei contrasti tra i due livelli (basso e alto) di NDF, proteina grezza ed estratto etereo della 
dieta (P<0.001 per tutti). Inoltre sono stati significativi anche i contrasti tra le due fonti 
energetiche (NSC vs. EE) e per la dieta standard vs. altre (P<0.001 per entrambi) (Tabella 4).  
I valori più alto e più basso di gas prodotto, come atteso, si sono riscontrati nelle diete a 
basso ed alto contenuto di fibra, rispettivamente 287 e 228 ml/g SS (P<0.001), come si può 
vedere nella Tabella 4. In generale, la produzione di gas è diminuita quantitativamente 
all’aumentare del livello di elemento nutritivo (proteina, NDF o lipidi) preso in 
considerazione nelle diverse tipologie di diete (Tabella 4). 
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Allo stesso modo, come si può notare dalla Tabella 4, anche sulla produzione di gas 
espressa in ml/g di TDMd, sono risultati altamente significativi gli effetti dei livelli di NDF e 
proteina grezza (P<0.001 per entrambi). Meno importante è risultato invece l’effetto 
dell’estratto etereo (P=0.017). Infine, anche il contrasto tra la dieta standard vs. altre risulta 
essere significativo (P<0.001). 
 
Tabella 4. Produzione di gas al termine dell’incubazione espressa in ml/g di sostanza 
secca incubata e riferita ai grammi di sostanza secca realmente degradata (TDMd), espressa in 
ml. 
NDF= frazione fibrosa neutro detersa; NSC (Non-Structural Carbohydrates) = carboidrati non 
fibrosi. 
 
L’andamento della produzione di gas espresso in ml/g TDMd è risultato simile a quello 
espresso in ml/g SS, dunque, come si può notare dalla Tabella 4, all’aumentare del contenuto 
di fibra, proteina e grassi diminuisce il gas prodotto.   
 Produzione di gas 
ml/g SS ml/g TDMd 
Dieta   
  Standard 273 326 
  Bassa Fibra 287 330 
  Alta Fibra 228 298 
  Bassa Proteina 277 331 
  Alta Proteina 255 307 
  Basso Lipidi 265 315 
  Alto Lipidi con Integratore commerciale 258 307 
  Alto Lipidi con Semi Oleosi 252 304 
    SEM 2.4 3.0 
Tempo di Incubazione (TI)   
  24 h 249 311 
  48 h 275 319 
    SEM 1.2 1.5 
P-value   
  Dieta <0.001 <0.001 
  TI <0.001 <0.001 
  Run (TI) <0.001 <0.001 
Contrasti:   
Standard vs. altre <0.001 <0.001 
NDF <0.001 <0.001 
Proteina Grezza <0.001 <0.001 
Estratto Etereo (EE) <0.001 0.017 
Grasso vs. Semi Oleosi 0.10 0.55 
Alto NSC vs. Alto Estratto Etereo <0.001 <0.001 
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Getachew et al. (2004) e Martinez et al. (2010) hanno confermato quanto riscontrato in 
questa prova, cioè l’importanza della composizione chimica della dieta e del tempo di 
incubazione sulla produzione totale di gas. Gli Autori hanno infatti osservato un aumento 
della produzione totale di gas (ml/g SS) all’aumentare del tempo di incubazione, così com’è 
accaduto anche nella prova di tesi. Getachew et al. (2005) hanno riscontrato in media una 
produzione a 24 ore di 214.9 ml/g SS e a 48 ore di 240.1 ml/g SS, in linea con quanto 
avvenuto nella presente prova, anche se le quantità da loro rilevate sono minori (249 ml/g SS 
a 24 h e 275 ml/g SS a 48 ore). 
L’influenza della composizione chimica della dieta sulla produzione di gas totali è stata 
rilevata anche da Pirondini et al. (2012), i quali hanno riscontrato una produzione di gas 
simile a quella ottenuta in questa prova di tesi (272 vs. 273 ml/g SS).  
Getachew et al. (2005) hanno poi confermato quanto osservato nella presente prova, 
ovvero che all’aumentare del contenuto proteico della razione, la quantità di gas prodotto 
tende a diminuire (P<0.001). A tal proposito, Cone e Van Gelder (1999) hanno osservato che 
la proteina produce solo il 32% del gas prodotto dai carboidrati, soprattutto nelle prime ore di 
fermentazione, ed è correlata negativamente con la produzione di gas in vitro. 
Si può inoltre osservare dai dati ottenuti come gli effetti delle diete a basso contenuto 
proteico e fibroso influenzano notevolmente le proporzioni gas totale prodotto e anche di 
metano. Infatti esse contengono più NSC, ed in questo modo risultano più digeribili e, di 
conseguenza, comportano un aumento in termini assoluti di gas totale prodotto e di metano, 
ma diminuiscono il metano se considerato in termini relativi (FAO, 2013). 
Infine, come riportato anche da Grainger e Beauchemin (2011), i lipidi incidono sulla 
quantità di gas prodotto. L’aggiunta di lipidi causa infatti, come confermato anche in questa 
prova, una riduzione del gas prodotto, dovuta essenzialmente alla diminuzione della 
degradabilità dell’NDF. A cascata, la diminuzione della degradabilità della componente 
fibrosa può determinare una variazione dei rapporti tra AGV, favorendo la produzione di 
propionato, e una minore produzione di metano. 
I carboidrati non strutturali (NSC) ed i lipidi hanno pertanto una modalità di azione 
differente sulle fermentazioni ruminali. I primi hanno un effetto positivo sulla degradabilità, 
in funzione di questo determinano un aumento della produzione assoluta di metano (mg/g 
SS), ma riducono quella riferita alla SS effettivamente degradata. I lipidi, al contrario, 
tendono ad influenzare negativamente la degradabilità; ciò determina una riduzione della 
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metanogenesi in termini assoluti, ma non in termini relativi, all’opposto di quanto si osserva 
aumentando nella razione la quota di NSC.  
4.2.2 Cinetica della produzione di gas in vitro 
Nei grafici che seguono sono riportate le curve che rappresentano la cinetica della 
produzione di gas in vitro delle otto diete oggetto di studio. 
I valori riportati sono stati ottenuti mediando i dati delle quattro incubazioni. Nei tre 
grafici seguenti tutte le diete vengono confrontate con la curva rappresentante la cinetica di 
produzione del gas in vitro (ml/g SS) fornita dalla dieta standard, la cui produzione cumulata 
a 48 h è risultata pari a 282 ml/g SS. 
Il Grafico 1, che segue, mette a confronto con la dieta standard, le curve rappresentanti 
le diete a bassa ed alta fibra. Si può osservare che la dieta standard e quella a bassa fibra 
abbiano avuto una cinetica di produzione di gas simile fino alle 6 h di incubazione, dopodiché 
la dieta concentrata (bassa fibra) ha prodotto un quantitativo maggiore di gas, e questa 
differenza si è mantenuta costante fino al termine dell’incubazione. 
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Grafico 1. Cinetica della produzione di gas in vitro delle diete a bassa e ad alta fibra 
rispetto alla dieta standard. 
 
La dieta ad alta fibra invece, come si può vedere dal Grafico 1, fin dall’inizio presenta 
una produzione minore di gas rispetto alle altre due rappresentate nel grafico. Anche il valore 
cumulato a 48 h risulta essere diverso rispetto alla bassa fibra. Nelle prime ore di incubazione 
la produzione di gas risulta essere molto contenuta, per poi aumentare leggermente dall’8^ 
ora, mantenendosi però su valori molto bassi. Questa differenza è dovuta essenzialmente alla 
composizione della dieta. Infatti le diete con un più alto contenuto di NSC, mostrano una 
produzione di gas più rapida e quantitativamente maggiore, a differenza della dieta con un 
alto contenuto di NDF dove si osserva una produzione di gas più lenta e quantitativamente più 
bassa, dovuta essenzialmente alla più difficile degradazione della componente fibrosa. 
Il Grafico 2 mostra invece le curve della cinetica di produzione di gas delle diete a bassa 
ed alta proteina rispetto alla dieta standard. Il livello proteico è risultato statisticamente 
significativo (P<0.001) sulla produzione di gas espressa in ml/g SS. Infatti come si può vedere 
dal Grafico 2, di seguito riportato, i valori cumulati a 48 h risultano, rispetto alla dieta 
standard, rispettivamente più alto per la dieta a bassa proteina (289 vs. 282 ml/g SS) e più 
basso per l’alta proteina (267 vs. 282 ml/g SS). 
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Grafico 2. Cinetica della produzione di gas in vitro delle diete ipoproteica e iperproteica 
rispetto alla dieta standard. 
 
In particolare, osservando l’andamento delle curve, si può notare che nella dieta 
ipoproteica la produzione di gas è stata la più lenta inizialmente, contrariamente alle diete 
iperproteica e standard il cui andamento è molto simile in questa fase. Alla 6^ ora di 
incubazione, la produzione di gas della dieta ipoproteica inizia progressivamente ad 
aumentare, fino a superare i valori della dieta standard dalle 12 h di incubazione fino al 
termine. 
Per la dieta iperproteica invece l’andamento è diverso: la produzione di gas è fin 
dall’inizio molto simile alla dieta standard, con valori di conseguenza abbastanza comparabili. 
Dalla 6^ ora di incubazione, come per la dieta ipoproteica, la produzione di gas inizia ad 
aumentare leggermente , ma al contrario della bassa proteina, la curva resta sempre al di sotto 
di quella della dieta standard. 
Nell’ultimo grafico (Grafico 3), viene raffigurata la cinetica di produzione della diete 
ipolipidica e delle due razioni iperlipidiche, ottenute rispettivamente mediante l’aggiunta di 
semi oleosi oppure di un integratore commerciale (olio idrogenato di palma). Come riportato 
dalla Tabella 4, sia il livello di inclusione di lipidi nella razione che il tipo di fonte lipidica 
hanno inciso significativamente sul gas prodotto (P<0.001 per entrambi). In generale, si può 
vedere dal Grafico 3 che tutte le diete hanno avuto un forte incremento nella produzione di 
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gas nelle prime 12 h, per poi rallentare progressivamente. Inoltre le diete con diversi livelli di 
estratto etereo, indipendentemente dalla fonte lipidica usata, hanno causato una riduzione 
nella produzione di gas rispetto alla dieta standard, anche se le differenze sono 
quantitativamente modeste. La bassa rilevanza dell’effetto è riconducibile al fatto che l’alto 
livello lipidico studiato nel presente lavoro (5.5% EE sulla SS) risulta “alto” se comparato ai 
normali standard di razionamento, che solitamente prevedono razioni al 3-4% EE, ma è 
tuttavia inferiore alla soglia di lipidi (6-7% SS) che si ritiene effettivamente dannosa per il 
corretto andamento delle fermentazioni ruminali. 
Grafico 3. Cinetica della produzione di gas in vitro delle diete ipolipidica e iperlipidica 
(semi oleosi ed integrazione lipidica) rispetto alla dieta standard. 
 
Le diete standard e iperlipidica con i semi oleosi hanno mostrato un andamento e dei 
valori molto simili all’inizio dell’incubazione (Grafico 3). Tuttavia, dopo circa 8 h di 
incubazione, l’andamento delle due curve sopracitate è rimasto lo stesso, ma la produzione 
della dieta iperlipidica con semi oleosi si è attestata su valori più bassi rispetto a quella 
standard. 
Allo stesso modo anche le diete ipolipidica e iperlipidica con l’integrazione 
commerciale risultano molto simili e la produzione di gas all’inizio dell’incubazione è 
0
30
60
90
120
150
180
210
240
270
300
330
0 6 12 18 24 30 36 42 48
m
l/
g
 S
S
ore
Std_medio Ipolipidica Iperlipidica (grasso) Iperlipidica (semi oleosi)
 52 
abbastanza contenuta, per poi crescere progressivamente partendo dalla 5^ ora e assumere lo 
stesso andamento delle altre due curve (standard e iperlipidica con semi oleosi) rappresentate 
nel Grafico 3. Si può inoltre notare che a partire all’incirca dalla 23^ ora di incubazione, la 
quantità di gas prodotto dalle tre diete con diverso contenuto lipidico ha assunto valori 
pressoché simili tra loro e più bassi rispetto a quelli della dieta standard. In particolare tra le 
tre diete con diverso tenore di estratto etereo, quella ipolipidica, ha dato il valore di gas 
maggiore (269 ml/g SS), quella iperlipidica con l’integrazione commerciale il valore minore 
(264 ml/g SS) e l’iperlipidica con i semi oleosi ha dato un valore intermedio (266 ml/g SS). 
Questi valori cumulati di gas sono quantitativamente simili. 
4.2.3 Effetti sulla produzione di metano 
Per la produzione di metano espressa in ml/g SS, in % di CH4 sul gas prodotto e MJ 
CH4/100 MJ EL sono risultati significativi gli effetti della dieta e del tempo di incubazione 
(P<0.001). Per il metano espresso in termini di ml/g TDMd invece, solo il tempo di 
incubazione ha influito sulla produzione (P<0.001). 
Come si può vedere dalla Tabella 5, per il metano espresso in ml/g SS l’effetto della 
dieta standard vs. altre, il livello di NDF e la fonte energetica usata, risultano essere altamente 
significative (P<0.001 per tutti). Anche il tipo di fonte lipidica (integrazione lipidica vs. semi 
oleosi) utilizzata è risultato rilevate (P=0.001). Infine, si è riscontrata una significatività 
riguardo la produzione di metano nel contrasti tra le fonti energetiche usate (P=0.02). 
Nello specifico la dieta contenente l’integratore commerciale ha fornito una produzione 
di metano pari a 33.0 ml/g SS, superiore rispetto alla dieta contenente semi oleosi, che ha 
prodotto 31.6 ml/g SS. Come atteso poi, il valore più alto e quello più basso sono stati 
riscontrati nelle diete a bassa e alta fibra, rispettivamente pari a 34.5 e 30.8 ml/g SS. Negli 
altri casi non si sono notate differenze rilevanti. 
Per il metano espresso come ml/g TDMd, come già detto, solo il tempo di incubazione è 
risultato statisticamente significativo, con valori più elevati nelle incubazioni a 48 h rispetto a 
quelle a 24 h (41.2 vs. 36.6 ml/g TDMd; P<0.001) (Tabella 5). Inoltre l’unico contrasto 
rilevante dal punto di vista statistico è il tipo di fonte energetica impiegata (P=0.02). Infatti, il 
metano prodotto nelle diete a bassa fibra e a bassa proteina, cioè quelle che fornivano energia 
principalmente sotto forma di NSC, hanno prodotto più CH4 rispetto alle due diete iperlipiche  
(in media 39.7 vs. 38.55). 
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Nel caso della proporzione di metano sul gas totale gli effetti del livello di NDF e del 
tenore proteico sono stati significativi (P<0.001 per entrambi), così come il tenore lipidico 
(P=0.009) delle diete. Infine, anche in questo caso la fonte energetica è risultata rilevante sulla 
proporzione di metano prodotto (P<0.001). 
Il metano espresso in termini relativi ha avuto il valore minore nel caso delle diete con 
un basso contenuto di fibra e di proteina (12.0% di CH4 sul gas totale per entrambe), mentre il 
livello più elevato si è osservato nelle diete ad alto contenuto di fibra (13.5% di CH4 sul gas 
totale). Si può dunque concludere, osservando la Tabella 5, che aumentando il contenuto di 
NDF, proteina e lipidi nella dieta, la quantità di metano sul gas totale prodotta aumenta. 
Il valore di metano espresso in ml/g SS della prova è stato inferiore rispetto a quello 
rilevato da Pirondini et al. (2012) (34.2 vs. 44.3 ml/g SS), utilizzando una dieta per vacche in 
lattazione con caratteristiche paragonabili alla dieta standard di questa prova di tesi. 
Come confermato da Getachew et al. (2005) e Pirondini et al. (2012), e accaduto anche 
in questa prova, la proporzione di metano sul gas totale aumenta con il progredire del tempo 
di incubazione. Getachew et al. (2005) hanno rilevato una produzione di metano (ml/l di GP) 
in media pari a 171.9 ml/l di GP (17,19% del GP) a 24 ore e 222.4 ml/l di GP (22.24% del 
GP) a 48 ore che risulta tuttavia essere superiore ai dati ottenuti in questa prova (12.0 a 24 h e 
13.3% a 48 h). Questo è dovuto principalmente al fatto che la frazione di alimento più 
lentamente digeribile, come i carboidrati strutturali, è maggiormente associata alla produzione 
di metano (Getachew et al., 2005). Tuttavia, Pirondini et al. (2012), hanno riscontrato che la 
percentuale di metano sul gas totale prodotto non è influenzata dalle caratteristiche della dieta, 
contrariamente a quanto qui osservato. 
Dai dati della prova in generale emerge che la più alta produzione di gas e di metano in 
termini assoluti (ml/g SS e ml/g TDMd) si riscontra con le diete in cui la degradabilità della 
fibra è più elevata, al contrario la produzione sempre in termini assoluti è più bassa con diete 
in cui la degradabilità è minore e le fermentazioni ruminali sono più lente. Si può dunque 
notare l’esistenza di una relazione tra la degradabilità della fibra, produzione di gas e di 
metano. 
Come atteso, e riportato anche da Machmüller et al. (1998) e Amaro et al. (2012), i 
lipidi inclusi nella dieta hanno diminuito la quantità di metano prodotto in vitro rispetto al 
controllo, espresso in termini assoluti. Questo accade perché i lipidi agiscono direttamente sui 
microrganismi interessati nella produzione di metano e sui protozoi. I risultati sono comunque 
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variabili a seconda del tipo di lipide e livello di inclusione nella razione, ed in particolare in 
letteratura è riportato che questo effetto aumenta all’aumentare del grado di insaturazione 
(Machmüller et al., 1998; Amaro et al., 2012). Martin et al. (2008) hanno riscontrato una 
diminuzione della produzione di metano rilevante con l’inclusione del 5.7% di lino in una 
razione per vacche da latte. Con l’impiego dell’olio di lino, gli Autori hanno osservato una 
riduzione molto importante del metano, fino al 64% in meno del controllo utilizzato nella loro 
prova. 
Contrariamente, Johnson et al. (2002), non hanno osservato significatività per quanto 
riguarda l’inclusione di semi oleosi sull’emissione di metano, rilevando inoltre una perdita 
energetica sottoforma di metano inferiore rispetto ai risultati di questa prova (4.9% vs. 6.38% 
EL in media). Anche Brask et al. (2013) hanno osservato che il supplemento lipidico 
diminuisce il metano prodotto, espresso come percentuale di energia lorda ingerita, dal 6.3 al 
5.83%, valori comunque più bassi rispetto a quelli misurati in questo contesto. 
In alcuni studi, e come è stato riscontrato in questo caso, la proteina risulta avere poca 
importanza sulla quantità di metano prodotto (Brask et al., 2002). 
Come noto e confermato dai risultati della prova, le diete concentrate abbassano 
l’emissione di metano enterico. Grainger e Beauchemin (2011) hanno riscontrato una 
diminuzione del metano (g CH4/kg SS ingerita) pari al 19% con una dieta ricca in concentrati 
(369 g/kg SS) rispetto ad una dieta che utilizza l’insilato di mais. Con la dieta concentrata la 
diminuzione del metano è da attribuire anche al fatto che il pH diminuisce, e questo va ad 
interferire con l’attività dei metanogeni (Poulsen et al., 2012). 
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Tabella 5. Produzione di metano (CH4) espressa in ml/g di sostanza secca incubata, in 
ml/g di sostanza secca realmente degradata, in percentuale sul gas totale prodotto e in 
percentuale di energia lorda della dieta persa come metano. 
NDF= frazione fibrosa neutro detersa; NSC (Non-Structural Carbohydrates) = carboidrati non 
fibrosi. 
  
 CH4 
ml/g 
SS 
ml/g 
TDMd 
% gas totale 
prodotto 
MJ CH4/ 100 
MJ 
EL 
Dieta     
  Standard 34.2 40.7 12.5 6.87 
  Bassa Fibra 34.5 39.6 12.0 6.94 
  Alta Fibra 30.8 40.2 13.5 6.21 
  Bassa Proteina 33.3 39.8 12.0 6.74 
  Alta Proteina 33.9 38.8 13.3 6.80 
  Basso Lipidi 32.8 38.8 12.3 6.69 
  Alto Lipidi con 
Integratore 
commerciale 
33.0 38.8 12.8 6.49 
  Alto Lipidi con Semi 
Oleosi 
31.6 38.3 12.6 6.26 
    SEM 0.29 1.36 0.11 0.06 
Tempo di Incubazione 
(TI) 
    
  24 h 29.6 36.6 12.0 5.9 
  48 h 36.4 41.2 13.3 7.3 
    SEM 0.15 0.67 0.05 0.03 
P-value     
  Dieta <0.001 0.07 <0.001 <0.001 
  TI <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
  Run (TI) <0.001 0.03 <0.001 <0.001 
Contrasti:     
Standard vs. alter <0.001 0.24 0.15 <0.001 
NDF <0.001 0.73 <0.001 <0.001 
Proteina Grezza 0.15 0.59 <0.001 0.47 
Estratto Etereo (EE) 0.17 0.16 0.009 <0.001 
Grasso vs. Semi Oleosi 0.001 0.07 0.26 0.007 
Alto NSC vs. Alto 
Estratto Etereo 
<0.001 0.02 <0.001 <0.001 
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Il metano espresso in MJ/100 MJ EL, ovvero la quantità di energia lorda della dieta 
persa sotto forma di metano, è stato influenzato in maniera significativa (P<0.001) dal tipo di 
dieta, dai livelli di NDF e di estratto etereo, e dal tipo di fonte energetica . 
Valutando il tipo di fonte lipidica utilizzata possiamo vedere che la perdita energetica 
nel caso della dieta con l’integrazione lipidica è stata maggiore rispetto a quella avuto con la 
dieta contente i semi oleosi (6.49 vs. 6.26 MJ/100 MJ EL; P=0.007). 
La perdita maggiore di energia lorda si è osservata nella dieta a basso contenuto di fibra 
(6.94 MJ/100 MJ EL), mentre la perdita minore nel caso dell’alto contenuto di fibra (6.21 
MJ/100 MJ EL) (Tabella 5). Questi valori sono in accordo con quanto riportato da Johnson e 
Johnson (1995), i quali indicano che, mediamente, la quota di energia lorda della dieta persa 
sotto forma di metano può variare dal 2 al 12% dell’energia lorda totale.  
4.3 Effetti sui parametri di fermentazione 
Il primo parametro rilevato sul liquido di fermentazione residuo, al termine 
dell’incubazione, è stato il pH, il quale è risultato influenzato dal tempo di incubazione 
(P<0.001). Nello specifico il valore individuato a 24 h è stato maggiore rispetto a quello 
misurato a 48 h (6.94 vs. 6.80). 
Come si può vedere dalla Tabella 6, solamente un altro effetto è risultato significativo, 
cioè il tipo di fonte lipidica della dieta: nella dieta con i semi oleosi si è osservato un pH 
maggiore nel liquido di fermentazione rispetto alla dieta con integrazione lipidica 
commerciale (6.90 vs. 6.86; P=0.038). 
Il secondo parametro considerato è stato l’azoto ammoniacale (N-NH3), espresso in 
mg/l. In questo caso è stato significativo il tipo di dieta (P=0.020), in particolare il livello 
proteico ha influenzato la quantità di N-NH3 nel liquido di fermentazione residuo. Nel caso 
della bassa proteina il valore osservato è stato 193.6 mg/l, mentre per l’alta proteina 229.4 
mg/l, cioè i due valori estremi (Tabella 6). 
  
 57 
Tabella 6. Parametri di fermentazione: pH e azoto ammoniacale (N-NH3) contenuto nei 
liquidi di fermentazione a termine dell’incubazione, espresso in mg/l. 
NDF= frazione fibrosa neutro detersa; NSC (Non-Structural Carbohydrates) = carboidrati non 
fibrosi. 
  
 
pH 
N-NH3 
mg/l 
Dieta   
  Standard 6.87 202.7 
  Bassa Fibra 6.87 199.9 
  Alta Fibra 6.91 220.0 
  Bassa Proteina 6.85 193.6 
  Alta Proteina 6.87 229.4 
  Basso Lipidi 6.86 211.9 
  Alto Lipidi con Integratore commerciale 6.86 195.0 
  Alto Lipidi con Semi Oleosi 6.90 198.0 
    SEM 0.015 9.54 
Tempo di Incubazione (TI)   
  24 h 6.94 205.4 
  48 h 6.80 204.0 
    SEM 0.007 4.77 
P-value   
  Dieta 0.10 0.020 
  TI <0.001 0.84 
  Run (TI) <0.001 <0.001 
Contrasti:   
Standard vs. altre 0.85 0.63 
NDF 0.07 0.13 
Proteina Grezza 0.43 0.010 
Estratto Etereo (EE) 0.29 0.07 
Grasso vs. Semi Oleosi 0.038 0.25 
Alto NSC vs. Alto Estratto Etereo 0.16 0.49 
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Contrariamente a quanto riscontrato da Brask et al. (2013), il supplemento lipidico non 
ha avuto effetti né sul pH né sull’azoto ammoniacale (P=0.07). 
Beauchemin et al. (2007) hanno osservato in presenza dell’integrazione lipidica, una 
riduzione significativa (P<0.001) dell’azoto ammoniacale nel rumine, senza differenze tra i 
tipi di lipidi impiegati (oli o semi). 
La prova di Dong et al. (1997), invece, ha confermato i dati ottenuti nella presente 
prova, poiché sul pH l’effetto del livello lipidico non è mai stato significativo. 
In questa prova, i valori più alto e più basso di N-NH3 sono stati rilevati rispettivamente 
con la dieta ad alto contenuto proteico e a basso tenore proteico, in accordo con quanto 
affermato da Cone e Van Gelder (1999), cioè che all’aumentare del contenuto proteico della 
razione aumenta l’N-NH3, poiché esiste una relazione lineare tra i due parametri. Inoltre, nella 
prova di Amaro et al. (2012), il pH da loro rilevato, con l’utilizzo di una dieta paragonabile a 
quella ad alto contenuto proteico di questa prova, è stato più basso rispetto a quello misurato 
in questa prova (6.45 vs. 6.87). 
Nelle prove in vitro, come caso quella condotta per il presente lavoro di tesi, il pH tende 
ad essere più controllato rispetto alle condizioni in vivo, grazie all’elevato potere tampone 
della saliva artificiale impiegata (Pirondini et al., 2012). Questi valori, oltre a favorire 
l’attività dei batteri cellulosolitici, sono probabilmente ottimali anche per la sopravvivenza dei 
metanogeni. Alcuni Autori (Aguerre et al., 2011; Pirondini et al., 2012; Poulsen et al., 2012) 
riportano infatti che la produzione di metano risulta inibita a valori di pH minori di 5.5-6.0. I 
metanogeni sono infatti sensibili al pH e la produzione di metano è dunque pH dipendente 
(Aguerre et al., 2011; Poulsen et al., 2012). 
Come è noto la produzione di metano è associata ad un pH più elevato quando la dieta è 
poco concentrata (Martinez et al., 2010). In questo caso ciò che è stato riscontrato da 
Martinez et al. (2010) corrisponde ai valori rilevati per ml/g TDMd e Ml/100 ml GP, ma è in 
contrasto con alcuni dati osservati su ml/g SS, probabilmente dovuto alla minore digeribilità 
delle diete più fibrose. 
4.4 Effetti sulla produzione di acidi grassi volatili 
Significativi per la produzione totale di AGV sono stati sia l’effetto della dieta che del 
tempo di incubazione (P<0.001 per entrambi). In particolare, è stato rilevante il livello di 
NDF (P<0.001). Anche l’effetto del livello lipidico è risultato significativo (P=0.038), poiché 
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il suo aumento ha comportato una diminuzione della produzione di AGV (Tabella 7). In 
aggiunta, il tipo di fonte energetica si è dimostrato ai limiti della significatività (P=0.005). 
Per la dieta a basso contenuto di fibra la produzione totale è pari a 3.57 mg/l e per l’alta 
fibra 3.21 mg/l, i quali sono stati i valori estremi osservati. In seguito si può osservare nella 
Tabella 7 che le diete a bassa fibra e a bassa proteina, cioè quelli più ricche in NSC, hanno 
prodotto più AGV rispetto a quelle con alto estratto etereo (in media 3.53 vs. 3.36 mg/l; 
P=0.005). Questo fatto è dovuto sostanzialmente all’elevata digeribilità di queste diete. 
Considerando le proporzioni di acetato propionato, n-butirrato e degli altri AGV, molto 
significativi sono stati sia l’effetto della dieta che del tempo di incubazione (P<0.001). 
Molto rilevanti, per tutti, sono stati anche l’effetto del tenore proteico (P<0.001) e della 
fonte energetica (P<0.001). 
Nel caso della percentuale di acido propionico prodotto si riscontra una significatività 
anche nel tipo di grasso incluso (P=0.018). Infine, per quanto riguarda la produzione di iso-
butirrato, iso-valerianico, n-valerianico, espressi nella Tabella 7 come “altri AGV”, anche 
l’effetto dell’estratto etereo è risultato al limite della significatività statistica (P=0.05). 
Inoltre, per l’acetato e l’n-butirrato, è evidente l’effetto del livello dell’NDF (P<0.001 
per entrambi) e del contrasto tra la dieta standard vs. altre (P=0.003 e P=0.004) (Tabella 7). 
La dieta ad alta proteina ha prodotto una percentuale maggiore di acetico e di AGV 
“minori” (iso-valerianico, n-valerianico, iso-butirrico, etc…), mentre ha ridotto la percentuale 
di propionico e n-butirrato rispetto alla dieta a bassa proteina. Come atteso, si può notare dalla 
Tabella 7, che la proporzione di acido acetico, diminuisce al calare del contenuto di NDF 
della dieta (58.5 vs. 55.9 %; P<0.001), mentre al contrario la proporzione di acido n-butirrico 
aumenta al diminuire del livello di NDF (12.8 vs. 14.9 %; P<0.001). 
Nella Tabella 7 si può notare inoltre che con l’aggiunta di semi oleosi, la produzione di 
propionico è il 23.7%, mentre risulta minore con l’integrazione lipidica con olio idrogenato di 
palma (23.4%). 
Nella prova dunque, le proporzioni di acetato e propionato hanno rispettato le 
aspettative: infatti la maggior quantità di acetato è stata riscontrata nel caso della dieta 
altamente fibrosa, mentre il propionato è stato prodotto in proporzioni più elevate nelle diete 
ad alta concentrazione di amido.  
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Tabella 7. Acidi grassi volatili (AGV) presenti nel liquido di fermentazione al termine 
dell’incubazione. 
 AGV 
Totale 
mg/l 
Acetico 
% 
Propionico 
% 
n-butirrico 
% 
Altri AGV 
% 
Dieta      
  Standard 3.47 56.3 23.4 14.6 5.7 
  Bassa Fibra 3.57 55.9 23.6 14.9 5.6 
  Alta Fibra 3.21 58.5 23.1 12.8 5.6 
  Bassa Proteina 3.48 56.0 24.3 14.9 4.8 
  Alta Proteina 3.36 57.1 22.8 13.9 6.2 
  Basso Lipidi 3.51 56.5 23.8 14.3 5.4 
  Alto Lipidi con Integratore 
commerciale 
3.34 56.6 23.4 14.3 5.7 
  Alto Lipidi con Semi Oleosi 3.38 56.6 23.7 14.1 5.6 
    SEM 0.057 0.15 0.19 0.15 0.07 
Tempo di Incubazione (TI)      
  24 h 3.17 57.3 22.8 14.9 5.0 
  48 h 3.66 56.1 24.2 13.6 6.1 
    SEM 0.029 0.07 0.10 0.07 0.03 
P-value      
  Dieta <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
  TI <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
  Run (TI) <0.001 0.33 <0.001 <0.001 <0.001 
Contrasti:      
Standard vs. altre 0.40 0.003 0.67 0.004 0.07 
NDF <0.001 <0.001 0.13 <0.001 0.98 
Proteina Grezza 0.14 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
Estratto Etereo (EE) 0.038 0.33 0.23 0.59 0.05 
Grasso vs. Semi Oleosi 0.57 0.96 0.018 0.33 0.27 
Alto NSC vs. Alto Estratto Etereo 0.005 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
NDF= frazione fibrosa neutro detersa; NSC (Non-Structural Carbohydrates) = carboidrati non 
fibrosi. 
 
Come ben noto e ampiamente confermato dalla bibliografia, la produzione totale di 
AGV e i loro rapporti molari dipendono primariamente dal rapporto tra foraggi e concentrati 
(Martinez et al., 2010). Una dieta ad alto contenuto di concentrati comporta infatti una 
maggiore produzione di propionico, diminuendo di conseguenza la proporzione di acetato e 
dunque anche il rapporto tra acetato e propionato (Russell, 1998; Castillejos et al., 2005). La 
produzione di propionico è una nota via alternativa per l’utilizzo dell’idrogeno ruminale, il 
quale dunque è meno disponibile per i metanogeni per la sintesi del metano (Moss et al., 
2000; Boadi et al., 2004). Infatti la produzione maggiore di metano si riscontra generalmente 
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quando i carboidrati dell’alimento vengono fermentati ad acetato e butirrato (Brown et al., 
2002). 
Come osservato nel presente lavoro, anche Aguerre et al. (2011) hanno riscontrato una 
riduzione della produzione di metano con le diete a basso contenuto di fibra. In particolare 
hanno rilevato una riduzione del 17% del metano passando da un rapporto foraggi:concentrati 
di 68:32 a 47:53, dovuta alla più rilevante proporzione di propionato prodotto grazie alla 
presenza di una elevata quantità di NSC. Diminuisce dunque il rapporto acetato:propionato, 
limitando la formazione di idrogeno nel rumine (Aguerre et al., 2011). 
Lo stesso andamento è stato confermato anche in questa prova, poiché nella dieta a 
bassa fibra il rapporto acetico:propionico è diminuito, determinando dunque una minore 
produzione di metano in termini relativi rispetto alla dieta con alta fibra (12.0 vs. 13.5%; 
P<0.001). Questo è dovuto alla maggiore degradabilità dell’NDF e quindi alla maggiore 
produzione di propionato. 
Contrariamente a quanto si è verificato in questa prova, per Machmüller et al. (1998) e 
Amaro et al. (2012), i trattamenti che prevedono l’inclusione di grasso nella razione, risultano 
essere altamente significativi sulla proporzione di AGV totali e contribuiscono all’aumento 
del propionato. L’effetto dei lipidi sulla produzione degli AGV “minori” è invece molto 
debole, in accordo con i risultati del presente lavoro. Dong et al. (1997) confermano invece 
l’effetto non significativo dei lipidi sulla quantità di AGV totali prodotti. 
Infine, come riscontrato da Getachew et al., (2004), esiste una correlazione negativa tra 
livello proteico e produzione totale di AGV. Come si può notare dai risultati ottenuti in questa 
prova, all’aumentare del contenuto proteico, diminuisce il totale di AGV prodotti. È da  
rilevare, tuttavia, l’aumento degli AGV minori, in particolare iso-butirrato e iso-valerianico, 
nel caso della dieta ad alto tenore proteico, in quanto prodotti finali della degradazione 
proteica nel rumine (FAO, 2013). 
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5. Conclusioni 
I risultati del presente lavoro di tesi hanno evidenziato che la composizione chimica può 
influenzare i principali parametri fermentativi ruminali.  
Nello specifico, l’aumento del contenuto di NDF della razione ha comportato una 
diminuzione della degradabilità, della produzione di AGV, di gas e di metano (espressa come ml 
CH4/g SS). Il calo in termini assoluti della metanogenesi è da attribuire direttamente al calo della 
digeribilità. Tuttavia, quando la quota di metano prodotto viene riferita alla SS effettivamente 
degradata, le diete fibrose risultano più impattanti. Le due diete “amilacee” (dieta con alto amido 
e dieta con bassa proteina) hanno invece evidenziato un andamento opposto. L’elevata presenza 
di amido, e di carboidrati rapidamente fermentescibili in genere, ha determinato infatti un 
aumento della degradabilità ruminale e, conseguentemente, delle produzioni assolute di gas e di 
metano. Si è ridotta tuttavia la produzione di metano “relativa”, ovvero riferita alla quota di SS 
effettivamente degradata dai microrganismi ruminali.  
L’effetto messo in luce dai lipidi è risultato invece più blando. Tale risultato è 
probabilmente dovuto al livello lipidico impiegato, che può essere ritenuto “alto” in rapporto ai 
normali standard di razionamento ma non sufficientemente elevato da determinare effetti 
evidenti sulle fermentazioni ruminali. Sono emerse inoltre alcune differenze attribuibili alle 
fonti, con effetti maggiori per i semi oleosi rispetto all’integratore commerciale (che essendo 
rumino-protetto ha probabilmente “agito” meno a livello ruminale). 
Indipendentemente dal nutriente considerato, gli effetti della composizione chimica sulla 
metanogenesi non sono risultati di grande entità. Ciò sembra confermare che la riduzione della 
produzione di metano richieda l’impiego di diete “estreme”, che potrebbero non essere 
compatibili con il mantenimento dei corretti parametri fisiologici ruminali. 
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